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Beitrage zur Frage der Zuckerwirkung im Organismus. 
I. Mitteilung: 
Uber Zuckerspaltung unter der Wirkung stark verdinnten Alkalis. 
Vou 


Prof. Dr. F. Fisehler. 


(Aus dem Laboratorium fiir angewandte Chemie an der Universitit Miinchen. Vorstand: 
Geheimrat Prof. Dr. phil. et med. Th. Paul.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Mai 1926.) 


Je tiefere Einblicke in die Bedeutung der Kohlenhydrate 
fiir den Stoffwechselablauf durch die Forschung erschlossen 
wurden, desto umfassender und fundamentaler erweist sich 
ihre Wichtigkeit fiir das ganze Stoffwechselgeschehen. Vor 
allem haben neuere Forschungsergebnisse, so die Auf- 
findung des Lactacidogens, weiter der teilweise Wieder- 
aufbau der Milchsiiure zu Kohlenhydrat im Regenerations- 
stadium der Muskelaktion, ferner die Unentbehrlichkeit der 
Lebertiitigkeit fiir den Wiederersatz verbrauchten Kohlen- 
hydrates, woriiber ich?) kiirzlich in einer gréBeren Zusammen- 
fassung die Unterlagen zusammengestellt habe, endlich die 
hormonale Regulierung des Zuckergehaltes der Gewebe unter 
der Wirkung des Insulins, unsere Kenntnisse iiber das Ver- 
halten der Kohlenhydrate im Organismus bedeutend vertieft. 

Im Verein mit friiheren Forschungsergebnissen ist mit alle- 
dem zwar ein betriichtlicher Teil der Aufgaben der tierischen 
Kohlenhydrate gekennzeichnet, trotzdem ist man aber noch 
weit davon entfernt die Rolle, welche sie im Gesamtchemismus 


1) F. Fischler, Physiol. u. Path. der Leber. J. Springer, Berlin. 
I. Aufl. 1916. II, Aufl. 1925. Kapitel: Leber und Kohlenhydratstoff- 
wechsel. 
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des Stoffwechsels zu leisten haben, auch nur einigermafen 
iibersehen zu k6nnen. 

Wie intim diese Verkniipfungen sind, erhellt z. B. aus 
der schon lange erkannten antiketogenen Wirkung der Nohlen- 
hydrate bei der diabetischen- und Hunger-Acidosis. Aber es 
ist noch voéllig ungeklirt, was fir Fahigkeiten der Kohlen- 
hydrate diesen Vorgiingen zugrunde liegen. Die Tatsache 
uls solche zeigt nur, da’ diese Stofie fiir den normalen Ab- 
lauf der Stoftwechselvorgiinge unentbehrlich sind, und daB ihr 
Fehlen oder ihre véllige oder teilweise Unverwertbarkeit, den 
Stoffwechsel in pathologische Bahnen zwingt. 

Besonders eindringlich laBt sich dies aus der Notwendig- 
keit des Vorhandenseins gewisser Kohlenhydratvorriite im 
Organismus durch die von mir!) s. Z. zuerst erkannte ,gly- 
koprive Intoxikation“ dartun, da eine mehr oder minder starke 
Zuckerberaubung des Kérpers schwer toxische Folgen, ja so- 
gar den Tod nach sich zieht. Dieselben Folgen sahen spiter 
Banting, Best?) und thre Mitarbeiter unter der Wirkung 
starker Insulindosen, die ja ebenfalis eine erhebliche Ver- 
winderung und wohl auch geringere Verwertbarkeit der Zucker- 
vorrite des Sérpers bewirken, wodurch die sog. ,,hypo- 
clykiimische Reaktion“ dieser Forscher bewirkt wird. Beide 
Zustinde sind gleich, wie ich*) noch kiirzlich in besonders 
darauf gerichteten Untersuchungen zeigte, da sich die Folgen 
der Zuckerberaubung durch parenterale Dextrosezufuhr vollig 
beseitigen lassen und eine Restitutio ad integrum eintritt. Aber 
es mu wiederum hervorgehoben werden, daB der genauere 
Mechanismus dieser Zuckerwirkung vollkommen unbekannt ist. 

Zwar konnte ich bei meinen glykopriven Tieren zeigen, 
daB der Kohlenhydratmangel den gesamten Stoffwechsel in 
Mitleidenschaft zieht, da zB. auch der Harnstofigehalt des 
Urins im toxischen Stadium bis auf 14—17°/, des Gesamt-N 

1) F. Fischler, s. Zusammenfassung in Phys. u. Path. der Leber 
a.a. QO. I. Aufl. S. 46—49 und 96—100. Il. Aufl. S&S. 70 u. 160ff. Lit. 

2) F.C. Banting, C.H. Best u, Mitarb. Jl. of Physiol. Bd. 62, 
S. 162 (1922). 

8) F. Fischleru. F. Ottensooser, Diese Zs. Bd. 144, 8. 1 (1925). 
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dabei vermindert sein kann, ohne daB die NH,-Ausfuhr steigt. 
Aber auch hiermit ist nur dargetan, daB die Beziehungen des 
Chemismus des tierischen Zuckers zu dem Gesamtstoffwechsel 
sehr tiefgehende sind. Neuerdings mehren sich die Stimmen, 
welche auf sehr nahe Beziehungen des Kohlenhydrat- und 
Kiweibstoffwechsels hinweisen. So fiihrte erst kiirzlich Gigon!) 
aus, daB im Hunger der Gesamt-N des Blutes keine Ver- 
minderung nach Zuckerzufuhr erfihrt, sondern eine Steigerung, 
withrend die N-Ausfuhr im Harn sich dabei vermindert. 
Gigon denkt dabei an eine intermediiire Entstehung von 
Kiweib—Kohlenhydratverbindungen 1m Blute. 

Die Notwendigkeit einer stetigen Verfiigbarkeit bestimmter 
Zuckermengen im Blute geht aber ferner aus der Tatsache 
hervor, daft beim Hehlen von Kohlenhydrat in der Nahrung 
oder beim voélligen Hunger dem Organismus Mittel und Wege 
zu (sebote stehen, um Zucker entweder aus Nahrungseiweib- 
oder -fett zu bilden, oder aus kérpereigenem Eiweif und Fett. 
Dab der Ort dieser Kohlenhydratbildung die Leber ist, war 
schon nach ilteren Untersuchungen hiéchstwahrscheinlich. 
Auch meine eigenen Feststellungen”), sowie die neueren Ex- 
perimente von Mann und Magath*) nach Exstirpation der 
Leber beweisen dies, da nach EKingriffen, welche die Leber- 
titigkeit funktionell oder tatsiichlich mehr oder weniger voll- 
stiindig ausschalten, der Blutzuckerspiegel unaufhaltsam sinkt. 
Hochst wichtig fiir den Beweis der Lebensnotwendigkeit der 
ixohlenhydrate ist die Feststellung von Mann und Magath, 
da8 unter hiufiger intravenéser Injektion von Traubenzucker 
die leberexstirpierten Tiere linger am Leben erhalten werden 
kénnen, wie ohne diese. 

Die Notwendigkeit des Vorhandenseins bestimmter Vor- 
rite an tierischem Kohlenhydrat ist nach allen diesen Fest- 
stellungen also unabweisbar, weil nur bei ihrer stetigen Ver- 

1) A. Gigon, Ergeb. d. Physiol. Bd. 24, S. 196 (1926). Die Kohlen- 
Ba des Blutes und ihre Verarbeitung im Organismus. 

) F. Fischler, a. a. O. 5. 65 ff. 

8) F.C. Mann u. Th.G. Magath, Arch. of internal med. Bd. 30 

S. 73 u. 171 (1922). 
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fiighbarkeit ein normaler Stoffwechselablauf méglich erscheint. 
Ich?) zégerte daher auch nicht, den Traubenzucker als Hormon 
des Stoffwechsels zu bezeichnen und der Leber die Aufrecht- 
erhaltung dieser hormonalen Titigkeit als eine ihrer Haupt- 
aufgaben zuzuschreiben. 

Bei der iiberaus vielseitigen Reaktionsfihigkeit der Kohlen- 
hydrate, zu der sie nach ihrer chemischen Struktur befihigt 
sein miissen, ist es auch tatsiichlich sehr einleuchtend, da sie 
in der allerverschiedensten Weise in chemische Prozesse aktiv 
und passiv mit einbezogen werden. Spielen doch auch die 
gekoppelten Reaktionen bei der Girung unter bestimmten 
Umstinden eine ganz verschiedene Rolle, wie Neuberg in 
seinen grundlegenden Untersuchungen immer wieder hervorhebt. 

Bei dieser Sachlage weist das ganze Interesse an Fragen 
zur Klairung der Zuckerwirkung im Organismus auf das Stu- 
dium intermediiirer Umsetzungen der tierischen Johlen- 
hydrate hin. 

Bis jetzt haben aber nur die von Hill, Meyerhof, Embden u. a.’) 
in so hohem MaBe gekliirten Vorgiinge der Umsetzungen der Milchsiiure 
bei der Muskelkontraktion und ihr Wiederaufbau zu Kohlenhydrat spezielle 
intermediire Zuckerwirkungen im Organismus kennen gelebrt. Es ist 
aber nicht unwahrscheinlich, da8 die Zuckerumsetzung bei der Muskel- 
aktion einen speziellen Modus der Zuckerverarbeitung darstellt, der sich 
nicht ohne weiteres verallgemeinern liBt. So ist zB. Gigon®*) der 
Meinung, daB ,,bei der unmittelbaren Verarbeitung der Nahrungs- 
kohlenhydrate der Organismus sicher andere Wege geht, als bei der 
Verarbeitung der kérpereigenen Kohlenhydratreserven“. 

Da es sich nun kaum erwarten leB, dab sich ein etwaiger 
Kingriff von Traubenzucker z. B. bei der Endverbrennung von 
Aceton im K6rper selbst nither verfolgen lieB, so griff ich zu 
Modeliversuchen, welche den Vorgang extra corpus nachahmen 
sollten. 

An diesem Modell, dessen Zusammensetzung in einer 
spiiteren Abhandlung diskutiert werden soll, habe ich Aceton- 


1) F. Fischler, Ist der Traubenzucker ein Hormon? Miinch. med. 
Wschft. Bd. 72, 8. 645 (1925). 

*) Hill u. Meyerhof, Ergeb. d. Phys. Bd, 22, 8. 299 u. 328 (1923) 
(Lit.). 


8) A. Gigon, aa. O. 
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bestimmungen mit und ohne Zusatz von Traubenzucker unter- 
nommen und kam zu dem merkwiirdigen Resultate, dab die 
Acetonmenge nach Messinger-Huppert bestimmt, bei Zu- 
satz von T'raubenzucker zum Modell gréBer war, als die ur- 
spriinglich zugegebene Menge Aceton. Das Resultat war vollig 
unerwartet. Da es sich aber mit RegelmiBigkeit wiederholen 
lieB, priifte ich zuniichst alle Stoffe des Modells auf etwaigen 
Acetongehalt. Schleblich mufte ich auch noch den _ ver- 
wendeten Traubenzucker auf die Méglichkeit einer Jodoform- 
bildung untersuchen. 


Aus Traubenzucker 1la8t sich eine jodoformbildende Substanz 
abspalten. 

Zur Verwendung kam reinster Merckscher Traubenzucker 
pro injectioni, desgl. ein Praiparat von Wkahlbaum, sowie 
verschiedene Sorten von Glucose aus den Bestiinden des In- 
stitutes. 

Geht man so vor, dai man eine etwa 20°/,ige Lésung von 
Glucose mit etwa gleichen Teilen einer n/10-Jod—Jodkalilésung 
versetzt, dann Kalilauge zusetzt, bis die Jodfarbe eben ver- 
schwindet und das Ganze dann mehrere Stunden, am _ besten 
iiber Nacht, stehen laBt, so kann man fast stets kleinste 
Mengen von Jodoform auf dem Boden des Kélbchens nach- 
weisen. Auch riecht die Fliissigkeit deutlich nach Jodoform. 
Die mikroskopische Priifung des Niederschlages zeigt deutlich 
sechsseitige Plitichen oder sechsseitige Rosetten. Kin Zweitel, 
daBi Jodoform aus Traubenzucker gebildet werden kann, be- 
steht also nicht. Die Mengen sind allerdings sehr klein. 

Durch diesen Befund erhielt meine Arbeit natiirlich zuniichst eine 
andere Richtung. Es erhoben sich die Fragen, welche Umstiinde die 
Aufspaltung des Traubenzuckers bewirken, und was fiir eine Substanz 
gebildet wird, die sich dann in Jodoform umwandeln libt. Die Méglich- 
keit ibrer Tsolieraung schien vor allem durch Abdestillierung gegeben 
ZU sein. 

Zuniichst priifte ich, ob es sich um Aceton selbst handelt. Das 
ist aber nicht der Fall. Der auBerordentlich feine Nachweis der Probe 
init Nitroprussidnatriuin, Essigsiiure und Ubersehichten mit Ammoniak, 
der sich fiir den Acetonnachweis im Harn stets so bewihrt, versagt 


| a | 
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sowohl einer Traubenzuckerlésung selbst gegeniiber, wie auch im 
Destillat einer stark- oder schwachprozentigen wiiBrigen Glucoselésung. 
Auch ein Destillat unter vermindertem Druck bei starker Kiihlung der 
Vorlage enthilt keine jodoformbildende Substanz. Ich kochte dann eine 
wiiBrige 2°/),ige Traubenzuckerlésung 3 Stunden am RiickfluBkiihler und 
destillierte anschlieBend etwa die Hiilfte der Fliissigkeit ab. Auch 
darin trat eine Jodoformreaktion nicht auf. Da meinem Modell auch 
Trypsin zugesetzt war, so licB ich eine 2°/,ige wiBrige Traubenzucker- 
lésung 3 Stunden bis 2 Tage bei 38° im Wasserthermostaten anf der 
Turbine laufen, so das eine fortwiihrende Durchmischung stattfand. 
Darnach wurde stets etwa die Hiilfte der Fliissigkeit abdestilliert. Nie 
konnte ich in solchen Destillaten den Nachweis einer jodoformbildenden 
Substanz fiihren. Das Trypsin (Kahl baum) war wirksam, da in physio- 
logisecher Kochsalzlésung, die schwach sodsalkalisch gemacht war, eine 


Fibrinflocke sich im Brutschrank schon nach 2 Stunden gelést hatte 





Meine Aufmerksamkeit muBte sich nun weiterhin auf die 
alkalische Reaktion des angewendeten Traubenzuckergemisches 
lenken, da die Trypsinwirkung ja der schwach alkalischen 
Reaktion bedarf. 


Die jodoformbildende Substanz entsteht aus Traubenzucker 
unter der Wirkung von OH-Ion. 

Tatsiichlich laBt sich nun zeigen, dab eine wiibrige Trauben- 
zuckerlésung, die eben alkalisch gemacht ist, ein Destillat 
liefert, das eine mehr oder minder deutliche Jodoformreaktion 
cibt. In meinen ersten Versuchen fiel sie nur sehr schwach 
aus. Immerhin erklirt sich schon daraus der eingangs er- 
wiihnte Betund, da8 ich in meinen Modellversuchen unter 
{raubenzuckerzusatz im Destillat mehr Aceton fand, richtiger 
einen griéBeren Jodverbrauch hatte, als der zugesetzten Menge 
Aceton entsprach. 


Vor allem galt es jetzt zu entscheiden, ob eine spezifische Wirkung 
des Na,CO,; vorlag, oder nicht. Daher wurden 1°/,-Traubenzucker- 
lisungen je mit n/10-KOH, NaOH, ferner mit MgO, Ca(OH),, NaHCO, 
und Na,SO, destilliert. Alle diese Destillate zeigten nun eine deutliche 
Jodoformreaktion. Man wird daher in der Annahme nicht fehl gehen, 
daB die eigenartige Zuckerspaltung, die hier auftritt, unter der Wirkung 
von OH-Ion erfolgt. 

Das Destillat riecht eigentiimlich leicht brenzlig, deutlich ver- 
schieden yon dem Karamelgeruch des Riickstandes, es ist wasserklar, 
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reagiert in allen Fallen neutral, reduziert Fehlingsche Lésung nur 
sehr schwach, rétet entfiirbte fuchsinschweflige Siiure eben deutlich, 
bildet mit ammoniakalischer Silberlésung nach einiger Zeit einen grau- 
braunen Niederschlag und gelegentlich zeigt das Reagenzglas dabei 
einen Anflug von Silberspiegel. Im 2-dem-Rohr li®t sich eine Drehung 
nicht nachweisen. 

Am giinstigsten fiir die Ausbente schien Na,CO, und NaHCO, zu 
wirken, am wenigsten Na,SO,. Es fiel auf, daB die Karamelisierung 
der restierenden Fliissigkeit bei Anwendung von Na,SQO,- viel geringer 
war. Eine Vermehrung der Ausbeute an der fraglichen Substanz erhiilt 
man durch Veriinderungen der Konzentrationen des Alkalis, wobei ich 
fiir alle ferneren Versuche Na,CQ, beniitze. Wiihrend hohe Alkali- 
konzentrationen, z. B. molare, der Bildung der Substanz entschieden 
hinderlich. sind, wirken sehr geringe Konzentrationen, also m/25—m/50 
entschieden giinstiger. Die Jodoformprobe erwies sich dabei als ein 
sehr feines Reagens, weshalb ich mich dauernd darauf stiitze. Ver- 
mutlich bewirken starke Alkalikonzentrationen zu rasch eine Karameli- 
sierung, welche die Bildung der Substanz hintanhiilt. Die Beobachtung, 
daB die Karamelbildung bei Anwesenheit von Na,SO, bedeutend ge- 
geringer war, lieB mich zu Kombinationen von Na,SO, + Na,CO, 
greifen. Dabei erhielt ich nun mit gréBter Leichtigkeit schon bei den 
ersten paar Kubikzentimetern des tibergehenden Destillates cine starke 
Jodoformprobe. Bei Zusatz von Jod—Jodkalilésung + KOH bis zu leicht 
gelblichem Farbenton triibt sich das Destillat in etwa 10—20 Sekunden 
schlagartig gelblich und libt bei 1—2 stitndigem Stehen einen deutlichen 
Bodensatz von Jodoformkrystallen in der Reagenzglaskuppe fallen. Der 
Geruch nach Jodoform ist sehr stark, die mikroskopische Untersuchung 
zeigt die typischen Jodoformkrystaile mit dem Schmelzpunkt von 120°. 

Eine weitere Anderung bezog sich auf die Menge des angewandten 
Zuckers. Ich ging herab bis zu 1°/,,- und hinauf bis zu 10°/,- Lésungen. 
In allen Fillen war die Jodoformprobe im Destillat sofort deutlich. 
Dabei schien es mir richtiger, die Traubenzuckerlésung nicht sogleich 
in toto zuzusetzen, sondern allmihlich durch einen Scheidetrichter 
tropfenweise zuflieBen zu lassen, womit namentlich die Geschwindigkeit 
des Auftretens der jodoformbildenden Substanz geférdert zu werden 
scheint. 


Da die Bildung der fraglichen Substanz schon bei sehr 
niederen Alkalikonzentrationen vor sich geht, war es nicht 
schwierig, sich dariiber zu orientieren, ob das Alkali bei der 
Destillation verbraucht wird. Gibt man 10 ccm n/10-KOH zu 
250 ccm einer 1°/,igen wiiBrigen Glucoselésung und destilliert 
einige Zeit, so verschwindet allmithlich die Jodoformprobe im 
Destillat. Untersucht man dann die restierende Fliissigkeit, 
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so ist sie entweder neutral oder ganz schwach sauer. Er- 
neuter Zusatz von NaOH lift im Destillat wieder jodoform- 
bildende Substanz erscheinen. Das Alkali verschwindet also 
bei dieser Reaktion und ist die Ursache der eigentiimlichen 
Zersetzung der Glucose. 

Kine Vorstellung dariiber, in welcher Weise das Alkali 
einwirkt, lieB sich aber erst dann diskutieren, wenn man die 
Zusammensetzung der Substanz im Destillat kannte. Uber- 
dies konnte es sich ja auch um ein Substanzgemisch handeln. 
Aber zwei andere Fragen lieBen sich noch sofort erledigen, 
nimlich die Bestimmung der Grenzkonzentration, in der das 
Alkali diese Traubenzuckerspaltung bewirkt, und unter welchen 
Umstiinden sich diese Spaltung zu Ende fiihren lift. 


Uber die Grenzkonzentration der Glucosespaltung durch 
Alkaliwirkung. 


Wir sahen schon, daB m/25- und m/50-Na,CO, eine Kon- 
zentration des Alkalis darstelit, die im Destillat der Glucose- 
lésung deutlich jodoformbildende Substanz nachweisen 1aBt. 
Ich ging bis auf m/1500 mit der Alkalikonzentration 
zurick und erhielt ebenfalls noch eine Jodoform- 
reaktion, wenn auch erst nach etwa 1/, Stunde. Desgleichen 
bewirkte n/1500-NaOH gleichfalls noch eine Spaltung. Es 
scheint mir, daB, wenn eine auch noch so geringe Gelbfirbung 
der Traubenzuckerlésung unter der Kinwirkung des Alkalis 
entsteht, daB dann auch stets im Destillat eine jodoformbildende 
Substanz zu finden ist. Bei noch geringeren Konzentrationen, 
als den angegebenen, ist kein Niederschlag mehr zu_ sehen. 
Aber dem Geruch nach, kénnte noch Jodoform entstanden sein. 

Wesentlich aber ist noch die Feststellung, daB sich 
Glucoselésungen durch wiederholten Zusatz von Alkali in ge- 
ringen Konzentrationen und beim Ersatz des durch die 
Destillation abgegebenen Wassers zu Ende zersetzen lassen. 
Man geht dazu so vor, da& man beim Geringerwerden der 
Jodoformprobe im Destillat neue Mengen von Alkali zusetzt. 
Man kommt dann zu einem Punkt, an dem erneuter Zusatz 
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von Alkali im Destillat keine Jodoformprobe wiedererscheinen 
laBt. Die Zersetzung des Traubenzuckers hat damit also ihr 
Knde gefunden und allein der Zusatz neuer Glucosemengen 
bewirkt dann wieder die Bildung der Substanz. Will man die 
Traubenzuckerspaltung durch Alkali unter den genannten Be- 
dingungen zu Ende fiihren, sc mu man sehr lange destillieren, 
wortiber ich bei den Versuchen iiber die quantitative Ver- 
folgung der Reaktion nihere Angaben machen werde. Die 
Konzentration der fraglichen Substanz oder des Substanz- 
gemisches ist stets eine sehr niedere. 


Durch Saure laBt sich keine jodoformbildende Substanz aus 
Traubenzucker abspalten. 


Da sowohl Alkali wie Siure, Glucose und andere Zucker- 
arten spalten kénnen, war es naheliegend zu priifen, ob auch 
durch Siurezersetzung sich ein Destiilat erhalten liBt, welches 
eine Jodoformreaktion gibt. Ich verwendete zur Entscheidung 
dieser Frage n/10- und n/i-HCl, sowie auch n/10-H,SO, bei 
im iibrigen gleicher Versuchsanordnung. 

Ks ist unter den angegebenen Bedingungen nicht méglich 
ein Destillat zu erhalten, welches eine Jodoformreaktion zeigt. 
Selbstverstiindlich bleibt auch eine Gelb- oder Braunfiirbung 
des Riickstandes aus. 

Um nun auch noch die Einwirkung einer sehr schwachen Siiure 
zu prifen, destillierte ich eine 2°/,ige Glucoselésung mit m/50-NaHSO,. 
Das Destillat zeigte deutlichen SO,-Geruch. Es wurde dann solange 
n/10-Jod-Jodkalilésung zugefiigt, als Entfiirbung auftrat und dann noch 
5 cem im UberschuB, die dann mit n/10-KOH entfiirbt wurden. Auch 
hierbei trat keine Jodotormbildung ein. 


Man mu8 also auch nach dem Ausfall dieser Versuche 
die Glucosespaltung mit der Fihigkeit, ee jodoformbildende 
Substanz an das Destillat abzugeben, dem Vorhandensein und 
der Wirkung von OH-lon zuschreiben. 


Da die bisherigen Versuche alle mehr oder weniger dem 
o 5 
Wunsche einer Vororientierung entsprangen, so muB ich jetzt 
die endgiiltige Versuchsanordnung genau beschreiben. 
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Die endgiltige Versuchsanordnung. 


15 g = 6°/, Na,SO, krystallisiert, rein, pro analysi werden 
in 250 ccm m/50- oder m/25-Na,CO, entwiissert, reinst, pro 
analysi in der Kilte aufgelést und in einen Destillationskolben 
von */, Liter mit hohem Ansatzrohr gegeben. Kin durch- 
bohrter Gummistopfen triigt einen Scheidetrichter von 150 ccm 
Fassungsvermégen mit langem AusfluBrohr, das bis mindestens 
5 cm unterhaib des Ansatzrchres des Destillationskolbens 
reicht. 5 g reinste Glucose werden ebenfalls in 250 com H,O 
gelést und der Scheidetrichter mit einem Teil der Lésung ge- 
fillt. Das Ansatzrohr des Destillationskolbens ist in tiblicher 
Weise mit einem langen Liebigkiithler mit gutem Wasser- 
durchfluB mit einem Gummistopfen verbunden. Ein mittelst 
Gcummistopfen angesetzter passender Vorsto8 tiihrt fast bis zum 
(grunde eines Erlenmeyerkolbens, der offen ist. Mit offener 
Klamme, die vom Destillationskolben durch eine Asbestplatte 
getrennt ist, wird nun der Kolbeninhalt zum schwachen Sieden 
erhitzt und darin durch entsprechende Flammenregulation er- 
halten. Sowie das Sieden beginnt, wird die Glucoselésung 
tropfenweise durch den Scheidetrichter zugesetzt und der Zuflub 
so reguliert, daB Abdestillat und ZufluB sich gleichbleiben. 
Die Glucoselésung wird allmiahlich quantitativ zugesetzt und 
die Destillation so lange fortgesetzt, als gelegentlich entnommene 
Proben noch eine Jodoformreaktion geben. Wird diese wesentlich 
schwiicher, so werden neue Mengen m/50-Na,CO, durch den 
Scheidetrichter zugefiigt, bis beim Versagen der Jodoformprobe 
erneuter Zusatz von Natriumcarbonatlésung keine neue Jodo- 
formbildung auslést. Die Menge des Destillates betragt dabei 
meist iiber 2 Liter, die Menge des zugesetzten Alkalis bei 
m/50-Na,CO,-Zusatz etwa 1200 ccm. 

Die zuriickbieibende Fliissigkeit farbt sich dabei ziemlich 
stark braun, aber nie schwarzbraun. Am Schlusse der Destil- 
lation habe ich bei zu geringem Alkaligehalt gelegentlich sehr 
schwachsaure Reaktion des Destillates gesehen, die sich aber 
bei geniigender Aufmerksamkeit vermeiden liBt. 

Das ganze Interesse mufte sich nun auf die I[solierung 
und Identifizierung der Substanz richten. 
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Isolierung und Identifizierung der jodoformbildenden Substanz. 

Hinweise auf die Art der in Betracht kommenden Sub- 
stanz oder des Substanzgemisches lagen vor allem in ihrer 
Destillationsfiihigkeit aus alkalischem Medium. Freie fliichtige 
Siuren kommen somit nicht in Frage. Es konnte sich dem- 
nach nur um Aldehyde, Ketone oder Alkohole handeln. Weiter 
muSte die jodoformbildende Haihigkeit beachtet werden, die im 
allgemeinen auf eine CH,-CO oder CH,-CHOH-Gruppe hin- 
weist. 

Anreicherungsverfahren durch Abdestillation unter vermindertem 
Druck oder die Ausschiittelung mit Ather, Chloroform usw. fiihrten 
nicht weiter. 

Nochmalige genaueste Priifungen auf Aceton, in der modifizierten 
Legalschen Form oder auf Acetaldehyd nach Rimini’), fiihrten stets 
zu negativen Resultaten. Auch sprach der deutlich andersartige Geruch 
gegen die Anwesenheit von Aceton oder Acetaldehyd. Reduktions- und 
Oxydationsversuche fithrten bei der geringen Konzentration der Lisung 
zu keinem sicher verwertbaren Resultate. Dagegen erfolgte alsbald bei 
Anwendung von Phenylhydrazin die Bildung eines charakteristischen 
wohldefinierten Osazons. 

Versetzt man das gesamte Destillat mit 2g¢ Phenylhvdrazin- 
chlorhydrat und iiberschiissigem Natriumacetat und erhitzt das 
emisch im Wasserbad, so triibt sich die Fliissigkeit nach 
etwa 1+/, Stunde und JaBt alsbald eine feine, krystallinische 
Ausscheidung erkennen. Die Erhitzung setzt man zweck- 
mibigerweise hei den grofen Fliissigkeitsmengen bis zu 
6 Stunden fort. Der feinkrystallinische Niederschlag ballt sich 
dabei allmihlich zu voluminésen*hellgelben Flocken zusammen, 
die gréBtenteils zu Boden sinken. Sie lassen sich sehr leicht 
abfiltrieren. Aus dem Filtrat erfolet tiber Nacht nicht selten 
eine neue geringe Nachkrystallisation, die in Form und Farbe 
der ersten gleich ist. Hine Verschmierung des Phenylhydrazins 
erfolgt kaum, so da8 man gleich zu Beginn eine verhiltnis- 
miibig schon sehr reine Substanz vor sich hat. Der Filter- 
riickstand wird noch feucht mit heiBem 96 °/, igen Alkohol gelést. 
Die Lésung ist gelb-gelbbraun. Sie wird unter Umschwenken 
mit heiBem Wasser in kleinen Portionen versetzt, bis eine erste 


1) Vel. C. Neuberg u. Kerb, Biochem. Zs. Bd. 43, 8S. 494 (1912), 
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auftretende Triibung bestehen bleibt. Die Farbe des sich 
bildenden Niederschlages ist viel heller gelb, als die Stamm- 
lésung. Sofort beginnt nun eine lebhafte Krystallisation, die 
in relativ kurzer Zeit, jedentalls in einigen Stunden vollendet 
ist. Uber dem Krystallbrei verbleibt eine hellgelbe-braungelbe 
Mutterlauge. Wenn man in einem Zuge rasch arbeitet, so ist 
sowohl die Krystallmasse, wie die Mutterlauge bedeutend heller. 
Die dunklere Farbe, die gelegentlich zu beobachten ist, riihrt 
von leichten Yerinderungen des iiberschiissigen Phenyl- 
hydrazins her. 

Man filtriert den Krystallbrei rasch ab, wiischt ihn mit 
wenig 50°/,igem Alkohol nach und trocknet ihn dann im 
Vakuumexsiccator. In dieser Art der Arbeit geniigt meist die 
einmalige Krystallisation, um die Substanz analysenrein zu 
erhalten. 

Die Form der Krystalle ist sehr charakteristisch. Man erkennt 
mit schwachen VergréBerungen hellgelbe, feingefiederte Krystalle, deren 
Gesamtstruktur eine rhombische ist. Der Krystallbrei ist in weitaus 
der Mehrzahl der Fille vollkommen gleichartig. Gelegentlich sah ich 
auch leicht gebogene, kleine, nadelf6rmige Krystalle von anscheinend 
anderem Charakter. Thre Farbe war auch etwas dunkler gelb. Wenn 
diese Beimengung auitrat, so war sie stets sehr geringfiigig. Man be- 
obachtet sie in einer Nachkrystallisation aus der Mutterlauge leichter, 
als bei der Hauptkrystallisation, Nach dem Schmelzpunkt zu urteilen, 
besteht sie aber aus derselben Substanz. 

Der Schmelzpunkt erfordert bei seiner Bestimmung einige 
VorsichtsmaBnahmen. Man erhitze, wenn 120° erreicht sind, 
nur sehr langsam, wiihrend E. Fischer?) wenigstens fiir eine 
Reihe von Osazonen eine rasche Erhitzung beyorzugt. Wenn 
man bei 140° angekommen ist, so warte man gelegentlich ein 
kleines Riickgehen des Quecksilberfadens ab, bevor man weiter 
erhiizt. 

Der Schmelzpunkt wird so bei 145—148° gefunden. Die 
Substanz briiunt sich vorher etwas und wird dann dunkelbraun 
durchsichtig. Nach dem Schmelzpunkt kann die Substanz das 


Osazon des Methylglyoxals sein. 





1) E. Fischer, Untersuchungen iiber Koblenhydrate und Fermente. 
J. Springer 1909, 8. 177. 
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Verbrennungen der Substanz und N-Bestimmungen. 


Gefunden: Berechnet: 
I. Verbrennung C 71,17°/, C 71,38, 

H 6,89 Schmelzp. 145° H 6,39 

N 22,24 N 22,22 


I]. Verbrennung C 71,49 
A 6,17 Sehmelzp. 146° Schmelzp. 145° 
N 22,14 
Iil. Verbrennung C 71,24 Sechmelzp. 148° 
H 7,05 
N 22,26 

Von den drei Proben entstammten I, sowie Il aus einer 
Vereinigung verschiedener Destillate, deren Osazone wiederholt 
umkrystallisiert wurden. II] entstammt einer einzigen Destil- 
lation, deren Osazon nur 2 mal umkrystallisiert wurde. 

Nach dem Ausfall der Verbrennungen und der Stickstoff- 
bestimmung, sowie dem Schmelzpunkt mu8 Methylglyoxal- 
Osazon vorliegen. Bekanntlich gibt das Acetol (CH,-CO-CH,OH) 
aber das gleiche Osazon, wie das Methylglyoxal. Dab Acetol 
nicht in Frage kommt, geht aber aus den Aldehydreaktionen 
hervor, die ich eingangs fiir die Substanz beschrieben habe, 
sowie aus dem andersartigen Geruch. 


Versuche einer quantitativen Bestimmung des bei der 
Traubenzuckerdestillation gewonnenen Methylglyoxals. 


Zur quantitativen Bestimmung des Methylglyoxals schienen 
mir verschiedene Wege gangbar. Anniiherungswerte konnte 
ich schon aus der Bildung des Methylglyoxalosazons erwarten, 
da die Krystallisation auch bei der groBen Verdiinnung, wenn 
man nur die nétige Zeit wariet, wohl nahezu vollstiindig ist. 
Besser erschien mir noch die Wiigung der niedergeschlagenen 
Jodoformmengen; da aber die Gefahr der Verfliichtigung des 


Jodoforms beim Trocknen vorlag, habe ich auch diesen Weg 
nicht beschritten. 

Am einfachsten schien mir aber die Methode der Aceton- 
bestimmung nach Messinger-Huppert auf die Bestimmung 
des Methylglyoxals anwendbar zu sein. Aber da galt es zuerst 
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verschiedene Bedenken aus dem Wege zu riumen. Das Haupt- 
bedenken war das, ob tatsiichlich bei der Destillation nur 
Methylglyoxal tibergeht oder ob nicht ein Substanzgemisch 
iiberdestilliert. Aber eimmal ist schon erwiihnt, dab Aceton 
und Acetaldehyd nicht in der Destillationstiiissigkeit nach- 
gewiesen werden konnten, obwohl die qualitativen Proben 
darauf doch sehr fein sind. Ich habe aber diese beiden Kérper 
in sehr groBer Verdiinnung dem Destillat noch besonders zu- 
gemischt und habe dann mit den in derselben Weise an- 
gestellten Proben ihren Nachweis fiihren kénnen. 

Wenn Aceton und Acetaldehyd also in merklicher Menge 
dem Destillat des Traubenzuckers angehért hitten, so hitien 
sie sich wenigstens qualitativ bemerklich machen miissen. Hs 
hegt daher der Annahme nichts 1m Wege, dab man es mit 
einer reinen, oder nahezu reinen Methylglyoxallésung zu tun hat. 

Hin weiteres Bedenken galt der Frage der Umsetzungen, 
welche das Methylglyoxal unter der Wirkung von Jod—Jod- 
kalilésung und KOH erfihrt. In Analogie zu den sonstigen 
bekannten Umsetzungen verwandter Substanzen, welche die 
Jodoformreaktion geben, miissen folgende chemische Vorginge 


statttinden: 
6J + 6KOH = 38KOJ + 3KJ + 3H,0. 


im Ganzen: 


CH,-CO-CHO + 6J +5KOH = CHJ, + 2HCOOK + 3KJ + 3H,0. 


CH  KOJ 
~H + KOJ = OHJ, + 2HCOOK + KOH. 
C—O KO J 


Y==Q) 

SH 
Bei der mir sich immer wieder bestiitigenden auber- 
ordentlichen Feinheit der Jodoformprobe und der Unléslichkeit 
des CHJ, in Wasser, schienen mir alle Voraussetzungen ge- 
geben, da& der ProzeB in der angegebenen Weise quantitativ 
verliuft, daB sich also die verbrauchte Jodmenge auch sehr 
genau festlegen lassen miiBte. DaB der ProzeB auch nicht 
unter Kssigsiiurebildung oder Oxalsiurebildung abliuft, woran 
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man immerhin denken konnte, habe ich aus dem Fehlen von 
Oxalsiure oder Essigsiiure zu erweisen versucht. 

Unter den angegebenen Voraussetzungen wiiren also 6J 
iquivalent 1 Methylglyoxal oder 1 ccm n/10-Jodlésung = 
0,007 = 0,0012 g Methylglyoxal. 

Nun ist noch zu erwithnen, daf vy. Fiirth und Charnass?) 
bei der Bestimmung von Acetaldehyd darauf aufmerksam ge- 
macht haben, dab man nur bei groBer Verdiinnung und 
portionsweisem Zusatz von Jodlisung zu verwertbaren Resultaten 
der Acetaldehydbestimmung gelangt. Diese Erfahrungen konnten 
auch bei der geplanten Bestimmung des Methylglyoxals Geltung 
haben. Aber einmal lag in dem Destillat tatsitchlich schon 
eine sehr verdiinnte Lésung vor und weiter mubte die Praxis 
auch einen Kntscheid dariiber bringen, ob man zu Resultaten 
gelangt, die mindestens unter sich zu vergleichbaren Daten 


fiihren. Die vor kurzem beschriebene Uberfiihrung von Methyl- 


glyoxal in Brenztraubensiure, wober Neuberg?*) bis 90 °/, 


Theorie erhielt, kam fir quantitative Methylglyoxalbestimmungen 


der 


nicht 1n Betracht. 


Quantitative Versuche der Bestimmung des Methylglyoxals. 
Im vorstehenden ist schon die Methodik erwihnt, wie man 
die mit Destillation verbundene Alkalispaltung des Trauben- 
zuckers zu Kinde fithren kann. Yon den Versuchsbedingungen 
halte ich fiir wesentlich die allmihliche tropfenweise Zutiigung 
der Glucose, die Gleichmiibigkeit des Siedens der Fliissigkeit 
und den Ersatz des abdestillerten Wassers anniihernd in dem 
Tempo der Destillation. Man muB sich also die Miihe nicht 
verdrieBen lassen die Destillation fortwihrend zu kontrollieren, 
damit diese Bedingungen eingehalten werden. Unter Beachtung 
dieser Verhiltnisse kommt man aber, wie aus den folgenden 
Protokollen hervorgelt, zu recht gleichartigen Zahlen. 


1) QO. y. Fiirth u. D. Charnass, Uber die quantitative Bestimmung 
der Milchsiiture durch Ermittelung der daraus abspaltbaren Aldehyd- 
menge. Biochem. Zs. Bd. 26. 5. 199 (1910). 

2) GO. Neuberg u. G.Gorr, Uberfiihrung des Methylglyosals in 
Brenztraubensiiure. Biochem. Zs. Bd. 166, 8. 442 (1925). 
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Gewohnlich nahm ich 100 ccm Destillat und fiigte eine 
im Vorversuch ausprobierte tiberschiissige Menge von nicht 
ganz n/20-Jodlésung in raschen kleineren Portionen zu. Dann 
wurde mit 10°/ iger Kalilauge stark alkalisch gemacht und 
das ganze bei Zimmertemperatur etwa '/, Stunde stehen ge- 
lassen. Nach dieser Zeit hat sich der CHJ,-Niederschlag zu 


Boden gesetzt. Es wird 15 °/,ige HCl im Uberschu8 zugefiigt, 


der Rundkolben leicht umgeschwenkt und mit n/'0-Na,$,0, 
zuriicktitriert, die Stirkelésung wird erst gegen Schluf der 
Titration zugesetzt. 


I. Versuchsvrotokoll: 5,00 g Traubenzucker wer'+n in der 
friiher besehriebenen Weise zu Ende destilliert. Gesamtiuenge des 
Destillates 2125 cem. 

100 cem mit 40,87 cem Jodlésung auf n/10 umgerechnet veysetzt, 
25,8 n/10-Na,$,0; geniigen zum Umschlag, 
Jodverbrauch 15,07 mal 0,0012 = 0,018 g Methylglyoxal in 100 cem. 

In 2125 cem also 0,5825 Methylglyoxal = 7,64°/, des angewendeten 
Traubenzuckers. 


Il. Versuchsprotokoll: 5,00 g Traubenzucker in iiblicher Weise 
zu Ende destilliert. Gesamtmenge des Destillates 2270 cem. 
100 eem des Destillates verbrauchen 14,33 eem n/10-Jod, 2270 cem 
enthalten also 0,389 ¢ Methylglyoxal = 7,780 °/,. 
Weitere 100 cem werden in derselben Weise behandelt, sie ver- 
brauchen 13,9 cem Jod. Nach dieser Rechnung sind in der Gesamt- 
oF 


menge des Destillates also 0,378 ¢ Methylglyoxal = 7,57 °/,. 


Es besteht also eine brauchbare Ubereinstimmung. 

Ill. Versuchsprotokoll: 5,00 g Traubenzucker in iiblicher Weise 
zu Ende destilliert. Gesamtmenge des Destillates 2180 ecm. 

100 cem verbrauchen 14,23 n/i0-Jod. Die Gesamtmenge des 
Destillates enthilt also 0,572 g Methylglyoxal = 7,44 °/ 


10° 

IV. Versuchsprotokoll: 5,00 g Traubenzucker in iiblicher Weise 
zu Ende destilliert. Gesamtmenge des Destillates 2475 ccm. 

100 cem enthalten 0,0154 g Methylglyoxal, die Gesamtmenge des 
Destillates also 0,382 ¢ = 7,64°/, des angewendeten Traubenzuckers. 


Diese Auslese mag geniigen. LiBt man das Destillat 
2 Tage verschlossen bei Zimmertemperatur stehen, so indert 
sich der berechnete Gehalt an Methylglyoxal nicht oder nur 
sehr wenig. 
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Die angegebenen Zahlen zeigen, dabB.man bei Inne- 
haltung méglichst gleichartiger Versuchsbedingungen 
eine durchaus ausreichende Genauigkeit erzielt, die Vergleichs- 
werte abgeben kann. Die gefundenen kleinen Differenzen 
muB ich auf die Schwierigkeiten beziehen, welche die Be- 


handlung der groBen Mengen Destillats verursacht, auch auf 
| 


die, wenn auch geringen Verluste, die man durch die ge- 
azwungene Kntnabme kleiner Destillatmmengan zur Anstellung 
der Jodoformprobe verwenden muf, um das Ende der Reaktion 
zu erk unen. Die,Gefahr, dad beachtliche Mengen Methyl- 
slyoxal verdampfen, ist bei guter Kithlung und langen Kiihlern 
wohl a’*geschlossen. Somit diirften der verwendeten Methodik 
keine wesentlichen Fehler anhaften. 

Wesentlich anders gestaltet sich die Destillation von 
Traubenzucker aus stark alkalischem Medium. Schon in der 
Kinleitung wurde darauf hingewiesen, da molare Konzen- 
trationen der Bildung der Substanz, welche die Jodoform- 
reak ion gibt, hinderlich sind. In der Tat wird auch unter 
der Wirkung von z. b. halbmolaren Na,CO,- onzentrationen 
nach der beschriebenen Titrationsmethode deutlich weniger 
Methylglyoxal gefunden. Offenbar treten bei solchen Konzei- 
trationen auch noch andere Substanzen ins Destillat iiber, da 
die Ubereinstimmung der einzelnen entnommenen gleichen 
Mengenanteile nicht mehr befriedigend ist. Folgendes Protokoll 
diene zur Illustration. 

Protokoll: 5,00 g Glucose werden in 6°/, Natriumsulfit-halb- 
molarer Na,CO,-Lisung in iiblicher Weise destilliert. Die Fliissigkeit 
im Kolben nimmt sehr rasch eine dunkelbraune Farbe an. Das Destillat 


gibt schon in den ersten Kubikzentimetern eine starke Jodoform- . 


veaktion. Das dargestellte Osazon schmilzt bei 145° Die Destil- 
lation ist bedeutend friiher beendet als sonst, niimlich in 38 Stunden. 
Gesamtmenge des Destillates 1125 cem. Nach Berechnung der ersten 
Portion wiiren 4,44°/, des angewendeten Traubenzuckers in Methy!l- 
glyoxal verwandelt. Nach der Berechnung der zweiten und dritien 
Portion aber 5.23 und 5.6°',. Es miissen also unkontrollierbare Neben- 
reaktionen mit im Spiel sein, die ich anf andersartige Beimengungen 
und damit andersartigen Verlauf der Jodoformreaktion beziehe. Acet- 
aldehyd laibt sich auch im Destillat dieser Proben ebensowenig nach- 
weisen, wie Aceton. Die Fiirbung ist bei der Riminischen Probe vor- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLVJI, 2 
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iibergehend etwas griinlicher, als in den friiher beschriebenen Proben, 
schlagt dann aber sehr rasch in dunkelbraun um. 

Ahnlich ist dieser Versuchsausfall auch in einer Reihe anderer 
Destillationsversuche aus stark alkalisechem Medium. 


Als Erganzung moége noch ein typisches Versuchsprotokoll 
aus einer Reihe von Versuchen folgen, wobei nur m/100-Na,CO, 
verwendet wurde. Ich habe zu diesen Versuchen die Menge 
der Glucose verringert, weil sich die Destillationen sonst endlos 
hingezogen hitten. 

Versuchsprotokoll: 1,00 g Traubenzuéker wird in iiblicher 
Weise mit m/100-Na,CO, zu Ende destilliert. Dauer 4!/, Stunden. Menge 
des Gesamtdestillates 1185 eem. Das Destillat reagiert neutral, zeigt 
weder die Aceton- noch Acetaldehydreaktion. 

In 100 cem des Destillates sind 6,4 mg, in einer zweiten gleichen 
Portion 6,34 mg Methylglyoxal. Auf den Prozentgehalt des angewendeten 
Traubenzucker macht dies 7,58 °/, und 7,51°/) aus. Es besteht also eine 
gute Ubereinstimmung der Versuchsresultate. Nachdem das Destillat 
24 Stunden gestanden hat, enthalten 100 cem cbenfalls 6,34 mg Methyl- 


} 


glyoxal = 7,51 °/) des angewendeten Zuckers. 


Auch in weiteren drei Versuchen erhielt ich nahezu die 
sleichen Werte. Bemerkenswert ist, da& diese Zahlen mit 
dem Durchschnitt der in der ersten Reihe mitgeteilten Prozent- 
zahlen fast genau iibereinstimmen. Der Durchschnitt der 
ersten Reihe betriigt 7,61, der Durchschnitt dieser Reihe 7,55 °/,. 

Wenn man einen Schlu8 aus diesen Zahlen ziehen darf, 
so ist es der, daB die ‘Traubenzuckerspaltung aus schwach 
alkalischem Medium bis zu Konzentrationen von m,25-Na,CO, 
offenbar gleichartig verliuft. In stirker sodaalkalischer Lisung 
vollziehen sich aber sehr wahrscheinlich noch andere Um- 
sctzungen. 

Das Medium beeinfluBt die Zersetzung des Trauben- 
zuckers daher ausschlaggebend. Die Hinhaltung an- 
nihernd gleichartiger Versuchsbedingungen hat aber 
offenbar einen bestimmten Ablauf der Zersetzungs- 
vorginge zur Folge. 

Bevor ich zur Diskussion der bisherigen Resultate iiber- 
gehe, muf ich noch Versuche iiber die Zersetzung anderer 
Zuckerarten unter den gleichen Bedingungen heranziechen. 
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Zersetzung anderer Zuckerarten durch Alkali unter Destillation. 
Ks wurden Fructose, Galaktose, Maltose, Lactose und 

Rohrzucker untersucht. Die Versuchsanordnung war peinlich 

die gleiche, wie bei der Untersuchung des Traubenzuckers. 

Von diesen Zuckern spalten alle eine jodoformbildende 
Substanz ab mit Ausnahme des Rohrzuckers. Dieser 
briiunt sich bei der Erhitzung mit Alkali auch nicht. 

Die Reaktionen des Destillates der tibrigen Zucker stimmen 
mit denen des T'raubenzuckerdestillates iiberein. Auch der 
Geruch der Destillate ist ganz der gleiche. Die genaueren 
quantitativen Verfolgungen der Spaltung unter verschiedenen 
Alkalikonzentrationen miissen einer Spezialuntersuchung vor- 
behalten bleiben und sind schon in Angriff genommen. 

Fiir die Fructose wurde das Osazon in gréBeren Mengen 
dargestellt, so daB sie fiir Verbrenuungen ausreichten, aus denen 
hervorgeht, daB ebenfalls Methylglyoxalosazon vorliegt. 


Gefunden: 


Berechnet: 
[. If. if]. 
C = 72,37 %/, = 72,4 °%, OC = 71,28°, » = 71,38 °/ 
H= 7,0! i= 6,8 H= 65 H= 6,89 
N = 22,04 N = 22,14 ss N = 22,22 
Schmelzp. = 146°. Schmelzp. = 145°. 


Die Krystallform wurde gleichfalls iiberall mikroskopisch 
nachgepriift und stets dieselben hellgelben enggefiederten im 
ganzen rhombischen Krystallformen festgestellt. 

Thr Schmelzpunkt war gleichfalls zwischen 145—149°. 

Endlich wurden auch noch Glykogen und lésliche Stirke 
in der niimlichen Weise gepriift. Aus beiden Substanzen ligt 
sich im alkalischen Destillat eine nach den angegebenen Eigen- 
schaften iibereinstimmende jodoformbildende Substanz mit 
Sicherheit nur von léslichem Amylum feststellen. Fiir Glykogen 
blieb der Nachweis fraglich, da nur Jodformgeruch, aber kein 
Niederschlag im Destillat auftrat. Auch iiber diese Verhiiltnisse 
sind nihere Untersuchungen im Gange. 

Die Ausnahmestellung, welche beim Rohrzucker gegen- 
iiber den anderen Zuckerarten festgestellt werden konnte, libt 
sich nur unter der Annahme seiner besonderen chemischen 
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bond 


konstitution verstehen, der nach Pringsheim}?) die folgende 
ormel zukommt: 





| 0 4 
HO-CH,—CH(OH)-CH- CH(OH).CH(OH)- CH. 
ee =O 
HO-CH,-CH(OH)- CH(OH)- CH—C—CH,OH 
i 


O 
1 (1,4)-a-Glucosido-2 (2,3)-a-Fruetosid = Rohrzucker. 
Ks geht daraus hervor, dab bei dieser Bindung keine freien 
Aldehyd- oder Ketongruppen vorhanden sind. 

In allen anderen Zuckern, die von mir auf die Methyl- 
elyoxalabspaltung untersucht wurden, mu hingegen mindestens 
eine freie Aldehyd- oder Ketongruppe angenommen werden, 
so in den untersuchten Monosacchariden und in den Di- 
sacchariden Lactose und Maltose. Auch bei der léslichen 
Stiirke, die nach den neuesten Auffassungen”) sich aus Maltose- 
komplexen aufbaut, steht einer derartigen Annahme nichts 
im Wege. 

Ks lag daher nahe, verwandte chemische Substanzen, die 
keine derartigen freien Gruppen haben, ebenfalls der Destillation 
mit Alkali zu unterwerfen, um zu sehen, ob im Destillat eine 
jodoformbildende Substanz auftritt oder nicht. Hierfiir kamen 
in allererster Linie die den Zuckern nichstverwandten Alkohole 
in Betracht. 

Zur Verfiigung standen mir Dulcit, Mannit und Sorbit, 
Keiner dieser den Zuckern Galactose, Mannose und Glucose 
entsprechenden Alkohole gab bei Destillation aus alkalischer 
Lésung eine jodoformbildende Substanz. 

Nach dem Verhalten des Robrzuckers und dieser sechs- 
wertigen Alkohole gegeniiber alkalischer Destillation eimerseits, 
wobei im Destillat keine Spaltungsprodukte auftraten, und den 
Zuckern Glucose, Fructose, Galaktose, Maltose, Lactose und 
liéslichem Amylum andererseits, wobei jedesmal eine Abspaltung 
von Methylglyoxal auftrat, lift sich ein Angriff der OH-Ionen 


') H. Pringsheim, Die Polysaccharide. IL. Aufl. J. Springer 
1928, S. 32. 
?) H. Pringsheim, Ber. 57, 2, (1581), 1924. 
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wohl nur an der freien Aldehyd- oder Ketongruppe dieser 
Zucker verstehen. Bevor ich aber in eine nithere Diskussion 
dieser Fragen eintrete, muB ich noch iiber Untersuchungen 
berichten, die ich mit dem Vestillationsriickstand ausfiihrte. 


Untersuchungen wtber die bei der Destillation von Trauben- 
zucker aus alkalischem Siedium im Destillationsrtickstand 
verbleibenden Substanzen. 


ry 


Da der Tranbenzucker unter den angegebenen Bedingungen in 
dem immerhin betrichtlichen MaBe von etwa 7,5°/, in Methylglyoxal 
zerfallt, war es nahecliegend, im Destillationsriickstand Glycerinaldehyd 
zu vermuten. 

Zunienst priifte ich allerdings, ob sich nach der alkalischen zu 
Lndezersetzung der Glucose tatsiichlich keine unveriinderte Glucose mehr 
im Destillationsriiekstand befand. Ich versetzte die Fliissigkeit daher 
mit einer konzentrierten Lésung von Phenylhydrazinchlorhydrat in 
iiberschiissigem Natriumacetat in der iiblichen Weise und machte iiber- 
dies stark essigsauer. Es trat dabei alsbald eia Farbenumschlag der 
Fliissigkeit in einen deutlich roten Farbenton ein und zwar nicht nur 
beim Erhitzen, sondern auch bei Zimmertemperatur. Aber auch bei sehr 
langem Erhitzen trat nie der typisch gelbe Niederschlag des Gluc- 
osazons auf. 

Immerhin konnte bei dem Salzgehalt und der Karamelisierung die 
Bildung des Traubenzueckerosazons behindert sein. Um eine Vorstellung 
tiber diese Méglichkeit zu erhalten, versetzte ich den Destillationsriick- 
stand nach Abschlu8 der Alkalizersetzung mit geringen Mengen un- 
veriinderten Traubenzuckers. Nach etwa 6stiindigem Erhitzen im 
Wasserbad trat dann wirklich der typische Krystalibrei des Pheny!l- 
iucosazons auf, das nach der Umkrystallisierung aus Alkohol auch den 


f 


e 
co] 
verlangten Schmelzpunkt von 205° aufwies. Die Bildung des Gluc- 


osazons ist also unter den obigen Verhiiltuissen wohl méglich, nur dab 
man die Krwiirmung sehr viel linger fortsetzen mub, als bei reinen 
Glucosclésungen. 

Dic wiederholtest versuchte Glucosazonbildung im Enddestillations- 
rickstand gelang mir aber niemals. Polarisation und Giirung sind 
wegen der Braunang der Flissigkeit und wegen der starken Na,SO,- 
Konzentration nicht sicher durchfiihrbar. Ieh muB daber aunehmen, 
dab siimtlicher ‘Traubenzucker unter den Bedingungen meiner Experi- 
mentation zersetzt wird, 

Nach dieser Feststellung mubte sich mein Interesse nun vor allem 


der roten Triibung der Fliissigkeit nach Phenylhydrazinzusatz zuwenden. 


LiBt man iiber Nacht stehen, so bildet sich meist eine dunkelrotbraune 
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Schmiere, die an den Winden und am Boden des Kolbens haftet, wovon 
man die tibrige Fliissigkeit meist leicht abgieBen kann. Ich versuchte 
sie, da sie namentlich in der Kiilte erstarrt, in gréBeren Mengen zu 
sammeln und nach EK. Fischer!) mit Benzol auszukneten. Es blieben 
aber keine, oder nur so minimale Riiekstiinde, daB sie zu einer Unter- 
suchung nicht ausreichten. Auch miblang die Umkrystallisierung aus 
Alkohol (50 °/,). 

Nun versuchte ich das Na,SO, mit BaCl, auszufiillen und den Uber- 
schub an BaCl, mit Na,CO, zu entfernen. Das gelang auch ganz gut, 
doch blieb die Karamelbriiunung der Fliissigkeit auch dabei bestehen. 
Versuche, die so von stérenden Salzen befreite Fliissigkeit nun zur 
Bildung von Osazonen zu bringen, fiihrten ebenfalls zu keinem besseren 
Resultate. Es mufte daher an anderen Verhiiltnissen liegen, daB die 
Schwierigkeiten der Osazongewinnung so gro waren. Immerhin war 
nach Zusatz des Phenylhydrazins eine Abscheidung braunroter Art deut- 
lich, nur da sie stets zusammenfloB und verschmierte. Die aller- 
verschiedensten Bemiihungen, zu besseren Resultaten zu gelangen, die 
mit grobem Zeitverlust verbunden waren, iibergehe ich. 

Schlicflich gelang es mir, durch Zusatz von starker HCl, die man 
nich dem Versetzen der Fliissigkeit mit der Phenylhydrazin-Natrium- 
acetatlésung in kleinen Portionen bis zu eben schwach kongosauerer 
Reaktion zufiigt und Wiederbescitigung des Ubersehusses an freier HCl 
durch Zusatz von Natriumacetat, ziemlich regelmiBig zu einer erheblichen 
Abscheidung zu gelangen, die auch deutliche Krystalldrusen zeigte. Doch 
hiingen in den Krystailen stets noch feinste Trépfchen eines dunkel- 
rotbraunen Oles, das bei den Versuchen der Umkrystallisierung immer 
zu Verschmierung fiilrt. 

Ich habe dann, soweit es méglich war, durch sehr starkes Ab- 
saugen und Abpressen zwischen Filtrierpapier die Krystallmasse wenig- 
stens einigermaBen zu reinigen versucht. Aus einer Probe, die mikro- 
skopiseh fast véllig aus Krystalldrusen bestand, habe ich dann auch 
Schmelzpunktsbestimmungen gemacht und dafiir 132° gefunden. Mit 
dem Rest wurde eine Verbrennung ausgefiihrt. Sie ergab 


Gefunden: Berechnet als Glycerinaldehydosazoa: 


C = 68,41 ° C = 67,12 °/ 
—_ 7. Schmelzp. 132°. oF os 6.01 ‘° Schmelzp. 182°. 


N konnte nicht bestimmt werden, da die Substanzmenge nicht 
mehr dazu ausreichte. 
Die Annahme, daB nicht unbetriichtliche Mengen von 
Glycerinaldehyd im Riickstand der Traubenzuckerdestillation 
sind, lat sich aber noch weiter befestigen. Die zuriick- 


1) K. Fischer, Gesammelte Abhandlungen Bd. J, 8. 260 ff. 
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gcbliebene Fliissigkeit reduziert nimlich schon in der Kilte, 
wie auch Glycerinaldehyd, sofort Fehlingsche Lésung sehr 
stark; eine weitere Ubereinstimmung ist die Nichtfliichtigkeit 
des Glycerinaldehyds. Es ist wohl nicht angiingig, diese grobe 
Reduktionskraft auf Dextrine oder Karamelprodukte zu beziehen. 

Ich mu8 mich einstweilen dahin aussprechen, dab die 
Anwesenheit von Glycerinaldehyd im Riickstand des Trauben- 
zuckerdestillates hiermit nur wahrscheinlich gemacht ist. 

Nun sollen noch einige Literaturangaben besprechen 
\ werden, die sich mit meinen Untersuchungen beriihren. 


Literaturiibersicht tiber Zuckerspaltung unter 0H-lonenwirkung. 


Am meisten miissen natiirlich Angaben interessieren, welclie 
die Zuckerspaltung mit gleichzeitiger oder nachheriger Destil- 
lation verbunden haben. Hieriiber liegt aber, soweit ich fand, 
nur ein fiuferst spiirliches und nie systematisch zusammen- | 
gefaBtes Material vor. | 

Kmmerling und Loges?) erhielten beim Zusatz von : 
festem KOH zu geschmolzenem Traubenzucker und nachheriger 
Wasserdampfdestillation der erkalteten Masse Acetol (CH.,.- 

} CO-CH,OH) neben einigen anderen nicht niher definierten 
Stoffen. 

W. Loeb*) bemerkt bei seinen Studien iiber die Zer- 
setzung von Formaldehyd durch KOH,Fe und ZaCQ, ganz 
kurz, daB bei der Behandlung von Dextrose mit ZnCO, und 
Kerrum reductum sich im Dampfdestillat leicht Methylglyoxal 
und Diacetyl als Osazon nachweisen lassen. Nach einer An- 
gabe einer zweiten Mitteilung erhielt er*) aus 40 g Trauben- 
zucker, die mit 10 ¢ Zinkstaub und 20 com H,O 90 Stunden 
am RiickfluBkiihler gekocht waren, aus dem Dampfdestillat 
0,25 ¢ Methylglyoxalosazon und 0,09 g Diacetylosazon, Mengen, 


'! Emmerling u. Loges, Chem. Ber. Bd. 16, S. 837 (1883); 
Pfliigers Arch. Bd. 24, S. 184. 

*) W. Loeb, Die Einwirkung von Zinkearbonat auf HCOH. Biochem. 
Zs. Bd. 12, 8. 96 (1908). 

) Ava. O. S. 47. 
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die in Anbetracht der langen Kinwirkung als verschwindend 
zu bezeichnen sind und kaum einer Hauptreaktion der Trauben- 
zuckerumsetzung unter diesen Bedingungen entsprechen diirften. 

Kine wichtige einschligige Muitteilung stammt von Dakin 
und Dudley.') Bei ihren Untersuchungen iiber die Umwani- 
lungen von @-Aminosiiuren, a@-Hydroxysiuren und @-Keto- 
aldehyden, konnten sie bei der Destillation von Traubenzucker 
mit Natriumphosphat im Destillate Methylglyoxal nachweisen. 
Aber auch hier waren die Mengen verschwindend klein (0,102 °/, 
reines Methylglyoxal auf die angewandte Zuckermenge) und 
eine niihere Untersuchung der Bedingungen der Spaltang feblt, 
Umstinde, welche ich gegeniiber meiner [estillationsart hervor- 
heben méchte. 

Endlich hat ganz neuerdings Klein*) bei Destillation sehr 
verschiedener Zuckerarten mit Alkali, aber auch mit Siuren 
die Abspaltung von Formaldehyd festgestellt (Formaldimedon, 
Schmelzpunkt). Zur Verwendung kamen n/1-, n/10-, 1/100-, 
n/1000-NaOQH und H,SO,-Lésungen ,,im allgemeinen bei alka- 
lischer Reaktion mit bester Ausbeute“. Das HCOH erschien 
aber nicht sofort im Destillat, sondern erst, wenn die Fliissig- 
keit stiirker eingekocht war und sich gelbbraun fiirbte. Die 
Mengen, welche er erhielt, waren ebenfalls sehr klein (rund 
0,3°/,), womit es fraglich wird, ob der HCOH nicht Neben- 
reaktionen entsprang. (Uberhitzung der Zucker an der Wand 
des Kolbens usw.) 

Damit schlieBt die spiirliche Reihe der Versuche iiber 
Alkalispaltung der Zucker, welche mit Destillation verbunden 
wurden. Sie schlieBen fiir meine Betrachtung wohl simtlich 
mehr oder minder aus, da sie unter wesentlich anderen Be- 
dingungen angestellt wurden, als meine Spaltungen. 

Die Arbeit von iXlein kam mir erst nach Absch!u5 meiner 
Versuche zu Gesicht. Ich konnte daher keine “dbniichen 
Priifungen mehr anstellen. Doch hat er aus vielen Hexosen, 


1) H. D. Dakin u. H.W. Dudley, Jl. of Biol. Chem. Bd. 15, 
S. 127 (1918). 

®) G. Klein, Aldehydabspaitung aus Zuckerarten. Biochem, Zs. 
Bd. 169. 8. 132 (1926). 
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Di- und Polysacchariden Formaldehyd erhalten. Nur aus 
Rhamnose erhielt er Acetaldehyd, aus Arabinose aber nicht. 

Hs existieren aber noch andere Angaben, worin von der 
3ildung von Methylglyoxal unter Alkalieinwirkung berichtet 
wird, so die erste von Pinkus.}) Bei der Erwiirmung alka- 
lischer ‘Traubenzuckerlésung in Gegenwart von Phenylhydrazin 
orhielt er alsbald eine Abscheidung von Methylglyoxalosazon, 
das als solches identifiziert wurde. 

Neuberg*) nahm mit semen Mitarbeitern die Pinkus- 
schen Versuche in gréBerem Umifange auf. Man verdankt ihm 
vor allem den Versuch einer quantitativen Verfolgung dieser 
Vorgiinge. Die Rohausbeuten, die er erlelt, waren sehr be- 
triichtlich. Dagegen erhielt er aus 3 ¢ Mannose bei méglichst 
quantitativem Vorgehen nur 0,25 g¢ analysenreines Methyl- 
clyoxalosazoa = 2,6 °/, reines Methylelyoxal aut die verwendete 
Zuckermenge. Als Alkali kamen zur Verwendung m/2-, m/10- 
Na,CO, und m/10-Na,HPO,, weiter aber auch 10°), NH, 
in der Warme in Druckflaschen auf die Zucker einwirkte. 


Hierbei waren die Ausbeuten namentlich be: den angewendeten 


das 


Pentosen sehr grof, 15°/, und mehr. Von ‘Triosen heferte 


Dioxyaceton leicht Methylglyoxal. 

Sehr interessant sind auch die Mitteilungen von Windaus 
uud Knoop.’) Ks gelang ihnen leicht, mittels ammoniakalischem 
Zinkhydroxyd bei wochenlangem Stehenlassen von ‘irauben- 
zucker bei Zimmertemperatur Methylimidazol zu erhalten. Die 
Autoren sehen in diesem Befund eimen Seweis der inter- 
mediiren Bildung von iiethylglyoxal bei der Zersetzung des 


Traubenzuckers nach folgendem chemischen Vorgang. 


CH,—CO H,N HH, CH,-C-NH, 
| + + CH = | SCH + 3H,0. 
COH H,N O CH-N? 


Methylimidazol. 


1) A. Pinkus, Chem. Ber. Bd. 31, 8. 31 (1898). 

*) C. Neuberg u. W. Oertel, Studien iiber Methylglyoxalbildung. 
Biochem. Zs. Bd. 55, S. 495 (1913); C. Neuberg u. B. Rewald, Bd. 71 
S. 144 (1915). 

*) A. Windaus u. F. Knoop, Uberfithrung von Traubenzucker 
in Methylimidazol. Chem. Ber. Bd. 38, S. 1106 (1905). 
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Aus 1 kg Traubenzucker erhielten sie so 100 g reines Methyl- 
imidazol. 


Ks wird sich eriibrigen, auf die vielen anderen Méglich- 
keiten der Traubenzuckerspaltung unter Alkaliwirkung hier 
weiter einzugehen. Dagegen muB ich noch Arbeiten erwiihnen, 
welche die Umlagerungen der einzelnen Zuckerarten unter 
schwiicheren oder stiirkeren Alkalikonzentrationen verfolgten, 
was sich bekanntlich am einfachsten an der Verinderung des 
Drehungsvermégens des Zuckers beobachten liBt. Alle diese 
Versuche gehen auf die grundlegende Beobachtung Lobry 
de Bruyns und A. van Eckensteins}) zuriick, die erstmals 
die merkwiirdige i*eststellung einer Drehungsverminderung von 
Glucose in alkalischer Lésung machten und dabei das Auf- 
treten von fructose und Mannose konstatierten, Beobachtungen, 
die zum Ausgangspunkt sehr vieler weiterer Untersuchungen 
wurden. 

[ch méchte, hier aber nur auf zwei Arbeiten aus jiingster 
Zeit eingehen, niimlich auf die von Groot?) und von Bleyer 
und Schmidt), da ich in ihnen manche Hinweise auf die so 
auffillig starke Einwirkung von OH-lonen auf die Art der 
Zuckerzersetzung finde. 

Grroot stellte fest, daB die Umlagerungsgeschwindigkeit 
der (Glucose maximal ist, wenn eine molekulare Menge KOH 
auf Glucose einwirkt. Er nimmt an, dab die Reaktion mono- 
molekular verliuft, und dafi sich Kaliumglucosat bildet, wobei 
der Oxydring aufgespalten wird. Die EKinwirkung ist auf 
a- und §-Glucose gleich, Was mich bei dieser Annahme 
interessiert, ist die Aufspaltung des Ringes und damit wohl 
auch eine Lockerung des Molekulargefiiges und die Méglich- 
keit eines leichten Zerfalls in zwei Drei- Kohlenstoffketten. 


~ ++ —— —— — 


1!) Lobry de Bruyn u. A. van Eckenstein, Chem. Ber. Bd. 28, 
S. 307 (1898). 

2) J. Groot, Verhalten der Zuckerarten in verdiinnter alkalischer 
Lisung. Biochem. Zs. Bd. 146, 5, 72 (1924). 

3) B. Bleyer u. H. Schmidt, Die Einwirkung der Alkalien auf 
die Kohlenhydrate usw. Biochem. Zs. Bd. 141, $. 278 (1923). 
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Weiterhin wiire danach verstiindlich, daB eine relativ geringe 
OH-lonenkonzentration mit mdglichst rascher Wegschaffung 





i 
CHOH — OL0 i 
| | | ‘\\OH 
H—C—OH } H—C—OH 
, r | 
—— J K " 4 
=e a ae oe + HO 
H-Cc— " H—C—OK 
| | 
H—C— OH H—C—OH 
| | 
CH,O CH,OH 
w- und §-Glucose. Kaliumglucosat (offene Kette). 


der spiter auch noch unter sich reagierenden 3C-Ketten, zur 
EXrfassung der Spaltprodukte am geeignetsten wiire, wiihrend 
die moglichst rasche Bildung der Spaltprodukte, die sekundiiren 
Reaktionen beschleunigte. Die Vermeidung hoher Alkali- 
konzentrationen zur eee bestméglichen Gewinnung der 
ersten Zerfallsprodukte der Hexosen usw. wiire so gut ver- 
stiindlich. 

Die Untersuchungen von Bleyer und Schmidt machen 
es wahrscheinlich, daB unter Alkaliwirkung zuniichst sich aus 
der bestindigeren «-Korm die 6-Form bildet. Weiter wird 
festgestellt, daS die Hydroxylionen schon in bedeutend ge- 
ringerer Konzentration wirken, als die H-lonen. Weiter 
wird wahrscheinlich gemacht, daB sich aus der «-Form unter 
OH-lonenwirkung die $- und weiterhin die y-Glucose bildet. 
Die eigenthchen Zersetzungsvorgiinge der Zuckerarten erfolgen 
nur bei héherer H- oder OH-lonenkonzentration. Die Beweise 
fiir diese allmihliche Umformung des Traubenzuckermolekiils 
sehen die Autoren darin, da8 sich durch stufenweise Neutrali- 
sation der Kinflu8 der OH-lIonen hemmen 1liBt und damit 
wieder eine langsame Erhéhung der Drehung bis nahe an den 
normalen Wert erreicht werden kann. Die besonders labile 
y-Korm der Glucose bilde einen Ring mit 4 C-Atomen, der 
sich unter voriibergehender Aufnahme von Wasser leicht in 
2 Molekiile Glycerinaldehyd umsetze. Dieser Aldehyd geht 
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nach Neuberg und Rewald}) dann leicht in Methylgiyoxal 
‘tiber und yon da in Milchsaure. 


HOCH sees 
HCOU | 
HOCH | 
CO — 
HCOH 
CH, OH 
v-Glueose 


In saurer Lisung konnten dann Bleyer und Schmidt 
die Drehung des Gleichgewichtsgemenges des Gemisches vor- 
wiegend zugunsten der hédher drehenden Modifikation ver- 
schieben. Die Funktion der H-lonen und der OH-Ionen wird 
durch diese Untersuchungen weitgehend geklirt. 


ro) 


Theoretische Auswertung der Betrachtungen und Resultate. 


Ich habe schon oben betont, daB der Versuch einer Be- 
antwortung der beobachteten O#- loneneinwirkuneg auf ‘Trauben- 
zucker erst dann einer Beantwortung zugitnglich erscheint, 
wenn man iiber die Natur der bei der Alkalidestillation aut- 
iretenden Substanz Klarheit gewonnen hat. Diese Klarheit 1 
gewonnen und es ist nicht im mindesten zweifelhaft, daB es 
sich dabei um Methylelyoxal handelt. Die in der Literatur 
niedergelegten Beweise zeigen iiberdies, da& Methylglyoxal, 
wenn auch nur in sehr geringer Ausbeute, von Loeb und 
von Dakin und Dudley im Abdestillat unter Alkaliwirkung 
erhalten wurden. Des weiteren geht aber aus der Literatur 
hervor, dab immer dann Methylglyoxal als Spaltprodukt von 
“uckern gefunden wurde, wenn Verhiiltnisse bestanden, die 
der Bildung von Mdlnidredl forderlich waren, so die ersten 
Beobachtungen von Pinkus unter Zusatz von Phenylhydrazin 
zu alkalischen Zuckerlésungen, ferner die so interessanten I«r- 
gebnisse der Forschungen von Windaus und Knoop bei der 
Methylimidazolbildung aus Traubenzucker und die systematischen 


') C. Neuberg und B. Rewald a. a. O. 
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Untersuchungen von Neuberg und seinen Mitarbeitern, die 
die Pinkusschen Beobachtungen in gréSerem Umfange und 
an einem betrachtlicheren Materiale aufpalmen. 

In der Tat stellen alle diese Befunde ein Analogon zu 
den von Neuberg spiter systematisch ausgebauten Abfang- 
reakticnen bei der Girung dar, wo der Acetaldehydnachweis 
im Girgut einwandire: ebenfalls erst nach Ausbildung der Ab- 
fangmethoden durch NaHSO, usw. gelungen ist. 

Die systematische Destillationsmethode der Zucker aus 
alkalischem Medium, welche ich angewendet habe, ist auch 
nur ein Spezialtali dieser Art. Die leichte Isolierung des 
Methylglyoxals gelingt hier nur darum, weil das entstehende 
Reaktionsprodukt Methylglyoxal rasch den mdéglichen weiteren 
Umsetzungen durch Abdestillation entzogen werden kann und 
weil so bei den sorgfailtig eingehaltenen Bedingungen 
sich eine betrichtliche Menge des Spaltproduktes fassen libt. 

Die weitere Wichtigkeit des Befundes hegt aber m. E. 
darin, daB gezeigt wird, wie geringe Konzentrationen des 
Alkalis die Aufspaltung der genannten Zuckerarten in eine 
3-C-Kette bewirken kinnen. m-1500-Na,CO, stellt eine so groke 
Verdiinnung dar, daB sich die physiologisch wichtige Frage 
erhebt, ob nicht auch im Koérper unter bestimmten Umstiinden 
die erste Aufspaltung des Traubenzuckers eine Funktion von 
OH-Ionen ist. Die Feststelluangen von Peyton Rous}, dab 
sehr verschiedene Grade von Siiuerung im Organismus an ver- 
schiedenen Stellen des Kérpers vorhanden sein kénnen, so ein 
p, von 3 und darunter, und daB andererseits eine tiefdunkel- 


*. 
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blaue Lackmusfiirbung méglich ist, mégen die B 


serechtigung der 
Aufwerfung dieser Fragen dartun. 

Weiterhin muB aber auch die Konstanz autfailen mit der 
es gelingt, bei den niedrig gehaltenen Alkalikonzentrationen 
offenbar eine nahezu reine Abspaltung von Methylglyoxal zu 
erhalten. Ich habe wenigstens keine Beweise gefunden, daB 
bel meiner Art der Alkalidestillation der untersuchten Zucker 
andere Beimengungen zu dem Methylglyoxal zu vermuten wiiren. 


') Peyton Rous, The relative reaction within living mammalion 
tissues. Jl. of exp. Med, Bd. 41, 8.379, 451, 739 (1925). 
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Mit diesen Aufiassungen lassen sich neuere Vorstellungen 
iiber die ersten Kinwirkungen von QOH-lIonen auf die Um- 
gestaltung des Traubenzuckermolekiils wohl vereinen. so die 
von Bleyer und Schmidt und die von Groot. Darnach 
wire die erste Wirkung der OH-lonen auf die Umlagerung 
der Aldehydform der Glucose in die f-Glucose und weiterhin 
die 7-Glucose zu vermuten. iese labileren Formen wiiren 
dann nach Groot dem Angriff der Laugen durch Glucosat- 
bildung ausgesetzt, die durch Sprengung der Ringbindung den 
Zerfall in 2 drei-C-Ketten begiinstigen. 

Die Umlagerungsmoéglichkeit dex Zuckerarten unter der 
Wirkung von Alkali, wie sie zuerst von Lobry de Bruyn 
und Alberda van Eckenstein fesigestellt wurde, Unter- 
suchungen, die stets wieder Bestiitigung fanden, mag auch die 
Schwierigkeit aus dem Wege riiumen, dab bei so verschiedenen 
Zuckerarten mit verschiedener stereocchemischer [onfiguration, 
die theoretisch nicht immer die gleiche Abspaltung von Methy!l- 
ciyoxal zuzulassen scheint, dennoch stets eine Methylglyoxal- 
bildung zu beobachteu ist. 

Endlich sei erwiihnt, dai die beobachtete Alkalispaltung 
der Zucker eine Reaktion aut freie Aldehyd- oder Keton- 
cruppen zu erlauben scheint. Diese chemisch wichtige Le- 
obachtung besonders zu betonen. erscheint um so weniger 
iiberfliissig, als auch dem Kérper der Angriti auf eine Zucker- 
art offenbar nur moglich ist, wenn solche freien, leicht re- 
agierenden Gruppen vorhanden sind. Der Rohrzucker z. b., 
dessen ganz anderes Verhalten einer Alkalieinwirkung gegen- 
iiber ich hervorheben muBte, wird nach den schon linger 
zuriickliegenden Untersuchungen von f. Voit!) bei seiner 
parenteralen Zufuhr quantitativ im Urm wieder  aus- 
seschieden. Auch die Unvergirbarkeit dieser Zuckerart mag 
erwihnt sein. Auf die Ahnlichkeit der Alkalispaltung mit der 
Girzersetzung der Zucker wiesen auch Bleyer und Schmidt 





neuerdings wieder hin. 


1) F. Voit, Untersuchungen iiber das Verhalten verschiedener 
Zuckerarten im mensehlichen Organismus. Deut. Arch. f. klin. Med. 
Bd. 58, S. 523 (1897). 
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Die Reihe offener Fragen ist im Verlauf der Abhandlung 
ja besonders betont, so die noch ausstehende genauere Durch- 
forschung des Destillationsriickstandes, die quantitative Ver- 
folgung der Methylglyoxalabspaltung bei anderen Zuckerarten 
und das Verhalten der Polysaccharide. 

Alle diese Fragen sind in Angriff genommen und ich 
hoffe in Bilde dariiber berichten zu ko6nnen. 

Aber auch die Fragen nach der Méglichkeit des Kin- 
greifens der Kohlehydrate und ihrer Abspaltprodukte in den inter- 
mediiren Stoffwechselablauf werden sich aus den gewouncnen 
Erfahrungen iiber die Leichtigkeit der Bildung von Methyl- 
elyoxal und vermutlich auch Glycerinaldehyd auf diese Kérper 

falls 


spezieller zu erstrecken haben, woriiber ebenfalls Untersuchungen 
im Gange sind. 

Denn eines scheint mir aus allen diesen betrachtungen 
mit gréBter Walhrscheinlichkeit hervorzugehen, dab namlch 
der Organismus die siimtlichen bekannten chemischen Méghch- 
keiten von Umsetzungen sich zunutze machen kann, und dab 


man dies physiologisch beriicksichtigen mub. 








Uber einen von der Niere ausgeschiedenen, die Herz- 
titigkeit anregenden Stoff. 
Von 
Emil K. Frey und Heinrich Kraut. 
(Mit 1 Tafel.) 


fAus der chirurgischen Klinik der Universitat (F.) und aus dem chemischen Laboratorium 
der Bayerischen Akademie der Wissenschaften (K.) in Miinchen.] 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Mai 1926.) 


Die Wirkung der intravenésen Kinspritzung von Harn auf 
den Kreislauf ist bisher nicht vollstiindig erkannt und _ be- 
schrieben worden. J. E. Abelous und E. Bardier') haben 
zwar aus dem Hearn zwei Fraktionen mit blutdrucksteigernder 
und mit blutdrucksenkender Wirkung gewonnen, aber sie haben 
weder das 4Zusammenwirken der beiden Stoffe bei der Injektion 
von unveriindertem Harn beschrieben, noch ist die Isolierung 
bis zu den reinen Substanzen fortgeschritten. 

Die auffallendste Kreislaufwirkung einer Harneinspritzung 
besteht aber nicht in der Zusammenziehung oder Erweiterung 
der GefiBe, sondern in einer gewaltigen Vermehrung der Herz- 
titigkeit, wie sie in Taf. I, Fig. 1, dargestellt wird. Die Ab- 
bildung zeigt die graphische Registrierang der Herztiitigkeit eines 
15 ke schweren Hundes mit dem Frank-Petterschen Mano- 
meter, welches die Schwankungen des Carotisdrucks mit Hilfe 
einer elastischen Membran auf einen registrierenden Hebel iiber- 
triigt. Spritzt man z. B. einem Hunde 3 ccm Eigenharn in 
eine Vene des Hinterbeins, so beobachtet man (Taf. 1, Fig. 1) eine 
doppelte Wirkung: Der Blutdruck sinkt, es itiberwiegt also von 
den Abelous-Bardierschen Stoffen der blutdrucksenkende, 


1) Jl. de Physiol. et de Path. gen. Bd. 11, 8. 34 u. T77 (1909); C. R. 
Bd. 146, S. 775 u. 1057 (1908); Bd. 148, S. 1471 (1909); Bd. 149, S. 142 (1909). 
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das Urohypotensin tiber das Urohypertensin. Fast  gleich- 
zeitig aber vergréBern sich die Differenzen zwischen systo- 
lischem und diastolischem Blutdruck in der Carotis, d.h. die 
Amplitude der Herzschliige wichst. Nach 25 Sekunden ist das 
Maximum der Amplitude erreicht, aber noch 120 Sekunden 
lang ist die Amplitude iiber die Norm erhéht. Die Griinde, 
weshalb eine so bedeutungsvolle Wirkung des Harns bisher 
unbekannt geblieben ist, sind in zwei Richtungen zu suchen. 
Kinmal liefert nur das Frank-Pettersche Manometer ein 
klares Bild der Amplitudenveriinderung, wiihrend das bisher 
gewohnlich verwendete Quecksilbermanometer wegen seiner 
groBen Masse die durch die einzelnen Herzschliige bedingten 
Druckschwankungen nur unvollkommen wiedergibt. Sodann 
haben sich die Arbeiten iiber Harnwirkung fast ausschlieBlich 
mit der Harngiftigkeit beschiftigt, ohne dabei dem unmittel- 
baren EinfluB des Harns auf einzelne Organe besonders nach- 
zugehen. Auch Abelous und Bardier sind durch die Suche 
nach dem Urimiegift, das sie im Urohypotensin gefunden zu 
haben glaubten, von der allgemeinen physiologischen Priifung 
ihrer Priparate abgedringt worden. 

Die Untersuchung der Harnwirkung auf das Herz hat 
zuerst die Frage zu entscheiden, ob die Vermehrung der 
Amplitude aus dem Zusammenwirken der iiberaus zahlreichen 
organischen und anorganischen Harnbestandteile entspringt, 
oder ob sie einem einzelnen, im Harn enthaltenen, chemischen 
Stoff zu verdanken ist. Wir haben zu dieser Entscheidung 
die festen Bestandteile des Harns unter Erhaltung der Herz- 
wirkung mehr und mehr entfernt und so die gesuchte Sub- 
stanz angereichert, ohne da bei irgendeiner Operation zwei 
Fraktionen erhalten worden wiren, die, fiir sich allein un- 
wirksam, nach ihrer Vereinigung wieder die Herzwirkung er- 
geben hitten. Die groBe Menge der anorganischen Bestand- 
teile ist durch Dialyse verschwunden. Die Wirkung, welche 
urspriinglich von etwa 5 ccm Menschenharn, enthaltend 75 bis 
100 mg Trockensubstanz, ausgeiibt wurde, rufen wir nun durch 
0,5 mg unserer reinsten Priiparate hervor (vgl. Taf. I, Fig. 2). 

Das Ziel der Reinigung ist damit noch nicht erreicht. 
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Nach verschiedenen Methoden hergestellte Praparate desselben 
Xeinhetisgrades (bestimmt durch die wirksame Gewichtsmenge) 
unterscheiden sich sehr durch ihr chemisches Verhalten. Manche 
zeigen die iiblichen Itiweifreaktionen in ausgepriigtem Mabe, 
besonders die Millonsche, andere sind volikommen frei von 
HiweifS und Hiweibabbauprodukten. ‘(emeinsam sind diesen 
Priiparaten nur noch die Fiillungen mit bleiacetat, Urany!- 
acetat und Phosphorwolframsiure, Reaktionen, nach denen 
man das Vorhandensein von basischen Gruppen vermuten kann, 
ohne aber einen Anhaltspunkt dafiir zu haben, ob diese 
Fallungen wirklich dem gesuchten Stoff oder seinen Begleitern 
angehéren. Auf die schwache Rotfirbung, die mit diazotierter 
Sulfanilsiiure in sodaalkalischer Lésung entsteht, wird im letzten 
Abschnitt niher eingegangen. 

Bei den zahlreichen Reinigungsoperationen, welche bis 
zum heute erreichten Reinheitsgrad mit den Priiparaten aus- 
gefiihrt wurden, hat sich die typische Wirkung auf das Herz 
stets unveriindert erhalten, so da8 an dem Vorhandensein eines 
von der Niere ausgeschiedenen Herzstoffes nicht zu zweifeln 
ist. Natiirlich betrug die Ausbeute bei keiner Operation 100 °/,, 


so daB auf dem langen WWege vom Harn bis zum Endprodukt 


bis auf einen 


der Reinigung die Ausbeute des Herzstoftes 
Bruchteil sinkt. Aber diese Verluste sind von derselben Art, 
wie sie bei der Isolierung jedes Naturproduktes aus unreinem 
Ausgangsmaterial entstehen, und sie beruhen nicht auf der Ab- 
trennung irgendeines zur Wirkung notwendigen “4usatzsiofles. 
Diese Feststellung gilt mit einer eimzigen Atsnahme. Die 
Hohe der Amplitudensteigerung, welche mit unveriindertem 
Harn erzielt werden kann, laBt sich manchmal schon nach 
dem ersien Schritt der Reinigung nicht mehr ganz erreichen. 
GroBe Mengen reinerer Priiparate rufen dann wohl lingere 
Wirkung hervor, die Amplitudenerhéhung bleibt aber ein wenig 
unterhalb der maximalen Wirkung unverainderten Harns stehen. 
Man wird nicht fehlgehen, wenn man diesen Uberschu8 an 
Amplitudensteigerung den anorganischen Harnbestandteilen, be- 
sonders Kalk- und Ammonsalzen zuschreibt. Will man fiir 
die Berechnung der Ausbeute an Herzstoff diese Zusatzwirkung 
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der anorganischen Bestandteile beriicksichtigen, so geht man 
am besten von einer Probe dialysierten Harns aus, der sich 
mit den weiteren Stadien der Reinigung exakt vergleichen liBt. 
Die Isolierung des auf das Herz wirksamen Stoffes hat 
einen nahen Zusammenhang mit dem Urohypotensin von 
J. KH. Abelous und EK. Bardier ergeben. Die Methode, nach 
welcher die beiden franzésischen Forscher ihren blutdruck- 
senkenden Stoff gewonnen haben, nimlich Ammonsulfatfallung, 
Alkoholfillung und Dialyse, bedeutet zugleich eine starke An- 
) reicherung unseres Herzstoiies, allerdings mit schlechter Aus- 
beute. Auch die Fallung von Harn mit Uranylacetat, die wir 
als ergiebigere Reinigungsmethode erprobten, reichert ebenso 
die blutdrucksenkende, wie die Herzwirkung im Niederschlag an. 
Bei der Behandlung des Niederschlages mit Diammonphosphat 
finden sich in der entstehenden Loésung wieder beide Wirkungen 
nebeneinander vor. Las itiberschiissige Phosphat wird durch : 
Magnesiamischung, diese durch Dialyse entfernt. Man erhilt | 
so die wirksamen Stoffe in einer Ausbeute von 50—80°/) in 
einem Reinheitsgrad, in dem 2 mg Trockensubstanz ungefihr 
der Wirkung von 5 ccm Menschenharn entsprechen. Dieselbe 
Reinheitsstufe wird nach dem Verfahren von Abelous und 
Bardier erreicht, aber héchstens mit der halben Ausbeute. 
In einem merkwiirdigen Gegensatz zu unseren Befunden 
steht die Angabe von Abelous und Bardier}), daf ihre 
Priiparate keinerle: Wirkung auf die Herztiitigkeit ausgeiibt 
haben. So schreiben sie in eimer Untersuchung iiber die 





physiologische Wirkungsweise des Urohypotensins: ,.Von seiten 
des Herzens beobachtet man manchmal eine beschleunigung 
des Rhythmus, aber nie eine Anderung der systolischen Ampli- 
tude.“ Auch an anderen Stellen verneinen sie ausdriicklich 
? eine Herzwirkung ihrer Priparate. Vielleicht erklirt sich 
dieser Irrtum dadurch, daB sie eine Wirkung auf das Herz 
eher in umgekehrter Richtung erwarteten. 

Uber das durch Uranylacetatfiillung erreichte Stadium | 
hinaus ligt sich die Reimheit der Priparate steigern durch | 


') Jl. de Physiol, et de Path. gen. Bd. 11, 5. 777 (1909). 


9) * 
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Adsorption an Aluminiumhydroxyd und durch Elution aus 
den Adsorbaten mit Diammonphosphat. Um wieder die Wir- 
kung von 5 ccm Menschenharn zu erreichen, waren jetzt nur 
noch 0,5 mg Trockensubstanz erforderlich. Weiter ist die 
Reinheitssteigerung bisher nicht fortgeschritten. Kin mit Uranyl- 
acetat gefiilltes Priiparat wurde der Adsorption an Tonerde 
zweimal unterworfen, ohne daf sein Reinheitsgrad sich besserte. 
Aber dieses Priiparat unterschied sich von seinen Vorgiingern 
durch das Fehlen aller typischen KiweiBreaktionen, und es 
erlaubt daher die Aussage, daS der gesuchte Herzstoff weder 
zur Klasse der Eiweifkérper, noch zu ihren Abbauprodukten 
gehért. Dasselbe gilt entgegen den Angaben von Abelous 
und Bardier auch fiir das Urohypotensin. Denn es begleitet 
den Herzstoff in die Tonerdeadsorption und in die Elution, 
und selbst eine fraktionierte Adsorption erlaubte nicht, das 
Urohypotensin abzutrennen oder in eindeutiger Weise an- 
zureichern. Die Frage, ob unser Herzstoff und das Urohypo- 
tensin zwei verschiedene Stoffe sind, ist daher noch wunent- 
schieden, und ihre Liésung wird eine wichtige Aufgabe fiir die 
weitere Untersuchung bilden. 

Die physiologische und medizinische Bedeutung des von 
der Niere ausgeschiedenen Herzstofies soll in einem in der 
Miinchener Medizinischen Wochenschrift erscheinenden Aufsatz 
niiher behandelt werden.') Chemische Methoden sind aber fiir 
die Entscheidung heranzuziehen, ob die Niere den betreffenden 
Stoft erzeugt, oder ob sie fiir ihn nur das Ausscheidungsorgan 
bildet. Wenn die naheliegende Annahme zutrifit, daB ein so 
enorm wirksamer Stoff im Organismus einen bestimmten Zweck 
zu erfiillen hat, so mui er vom Blute der Niere zugefiihrt 
werden und im Blute selbst nachweisbar sein. Die Einspritzung 
von Blut konnte keine Entscheidung bringen, da sie nur in 
seltenen Fiillen eine Konzentrationsiinderung des betreffenden 
Stoffes herbeifiihren wird. Dagegen gelang es, mit der beim 
Harn erprobten Methodik, niimlich durch Uranylacetatfillung, 


1) Vgl. auch den Vortrag von E. K. Frey auf dem _ Berliner 
ChirurgenkongreB 1926. Verhandlungen der deutschen Gesellschaft fiir 
Chirurgie, z. Z. im Druck. 
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eine Fraktion aus Blut zu erhalten, die bei intravenéser Win- 
spritzung eine Vermehrung der Amplitude zugleich mit einer 
Blutdrucksenkung bewirkte. Durch Voradsorption und daraut- 
folgende Adsorption an Tonerde lieSen sich die wirksamen 
Stoffe weiter anreichern. Aber infolge der groBen Menge hoch- 
molekularer und gut adsorbierbarer Bestandteile des Blutes 
ist die Reinigung, die wir gemeinsam mit Herrn Dr. F. Eich- 
horn ausfithren, komplizierter und noch nicht so weit fort- 
geschritten wie beim Harn. Der Wirkung von 0,5 mg unserer 
reinsten Harnpriiparate entspricht die Menge von 140 mg aus 
Blut (vgl. Taf. I, Fig. 3). Ein Vergleich der chemischen Eigen- 
schaften laBt sich noch nicht durchfiihren. Das Praparat aus 
Blut gibt noch simtliche typischen Eiweibreaktionen. 

Die Feststellung eines auf Herz und Blutdruck einwirken- 
den Stoffes beriihrt eine Reihe von Arbeiten, die L. Popielski?) 
iiber Vasodilatin ausgefiihrt hat. Er bezeichnet damit einen blut- 
drucksenkenden und zugleich gerinnungshemmenden Stoff, der 
sich in den morphotischen Elementen des Blutes befinde und 
durch eine groBe Anzahl von Stoffen mit himolytischer Wir- 
kung daraus in Freiheit gesetzt werde. Popielski erkliirt 
so die Beobachtung, da8 durch viele Organextrakte der Blut- 
druck herabgesetzt wird, ebenso aber auch durch groBe Dosen 
von Morphin, Atropin usw. Er betrachtet auch das Urohypo- 
tensin von Abelous und Bardier als einen Stoff, der durch 
Himolyse aus Blutkérperchen Vasodilatin freimacht, und schligt 
daher den Namen Urohimolysin vor. Aus der chemischen 
Beschreibung des Vasodilatins geht mit Sicherheit hervor, daB 
es weder mit dem aus Harn, noch mit dem aus Blut dar- 
gestellten Herzstofi identisch ist. Es ist nicht fillbar mit 
Alkohol und Bleiacetat, vertriigt Eintrocknen bei 100° und wird 
von Pergamentmembran nicht zuriickgehalten. Fiir die Not- 
wendigkeit, die Blutdrucksenkung der Priparate aus Harn und 
aus Blut durch das Zwischenschalten eines zweiten, von diesen 
Priiparaten in Freiheit gesetzten Stoffes zu erkliren, haben 
wir keine Anhaltspunkte gefunden. Selbst sehr wirksame 


1) Pfliigers Arch. Bd. 128, S. 191 (1909); Zbl. f. Physiol. Bd. 24, 
S. 635 (1910). 
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Dosen unserer Priparate verursachen keine nachweisbare Ver- 
zogerung der blutgerinnung. Erst wenn durch viele auf- 
einanderfolgende Eiuspritzungen gro8er Mengen von reinen und 
unreinen Praiparaten eine deutliche Vergiitung des Versuchs- 
tiers eingetreten ist, liBt sich eine Behinderung der Blut- 
gerinnung feststellen. Popielski hat iibrigens auch die Ver- 
mehrung der Herztiitigkeit bei der Hinspritzung von Organ- 
extrakten und von Wittepepton beobachtet. Er glaubt aber, 
dafiir den Kalkgehalt der Lésungen verantwortlich machen zu 
miussen. 

Die im Blut vorhandene Menge wirksamen Herzstoffes ist 
recht betriichtlich. Der Wirksamkeit von 5 ccm Menschen- 
harn entspricht ungefiihr das Produkt, welches aus 60—80 cem 
Biut (von Mensch, Hund und Schwein) durch Uranylacetat- 
fillung gewonnen wird. Danach ist im gesamten Blut eines 
Menschen stiindig die 100fache Menge vorhanden, und diese 
wird im Laufe eines Tages 3mal von der Niere ausgeschieden. 
Ks ist daher mit groBer Wahrscheinlichkeit anzunehmen, dab 
der im Harn vorhandene Herzstoff vorher im Organismus die 
Auigabe einer Regulerung des Kreislaufes zu erfiillen hatte, 
und da fiir ihn die Niere das Ausscheidungsorgan bildet, 
welches ein bestimmtes Niveau dieses Stoffes wieder herstellt. 
Kin Fingerzeig fiir die Herkunft des Stoffes ist in der Fest- 
stellung zu sehen, daB die frischen Extrakte aus sehr vielen 
Organen, z. B. Leber, Niere, Milz, bei intravenéser Einspritzung 
ebenfalis cine Steigerung der Herztiitigkeit hervorrufen. Die 
Aunahme, da8 ein Stoff von hormonalem Charakter die Herz- 
tiitigkeit und den Kreislauf beeinfluBt, daB er von verschiedenen 
Organen in die Blutbahn abgegeben und von der Niere als 
Regulationsorgan ausgeschieden wird, soll im weiteren Verlauf 
der Untersuchung auf chemischem und biologischem Wege ge- 


.« 


priiit werden. 


Experimenteller Teil. 
Die Mengenbestimmung des auf das Herz wirkenden Stoffes. 
Die Isolierung eines bestimmten Stoffes aus der Fiille 
der im Harn enthaltenen Bestandteile hat zur Voraussetzung, 
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dali die gesuchte Substanz in den einzelnen Fraktionen, die 
man aus dem Gemenge herstellt, qualitativ mit Sicherheit er- 
kannt werden kann. Da sich die Reinigung nur in vielen 
kieinen Schritten durchfiihren liBt, ist es umerliBlich, bei 
jedem dieser Schritte iiber Ausbeute und Reinigungsertolg sich 
Rechenschait zu geben. Es muB daher eine Methode gefunden 
verden, um die gesuchte Substanz auch nach ihrer Menge zu 
messen oder wenigstens mit einiger Genauigkeit zu schiitzen. 

Die chemische Mengenbestimmung des Herzstoffes ver- 
langt aber eine besondere Reaktion, die sich noch nicht hat 
autfinden lassen. Im letzten Kapitel wird geschildert, daB 
bisher alle Reaktionen auBber den ganz allgemeinen, wie der 
Fillung mit Uranylacetat oder Phosphorwolframsiure, sich 
nicht als zur wirksamen Substanz gehdrig erwiesen haben. So 
war es noétig, die Mengenbestimmung im Tierversuch vor- 
zunehmen. Als bestes Verfahren erwies sich die Kinspritzung 
in den narkotisierten Hund. Das isolierte Froschherz, welches 
des klaren Bildes wegen dem lebenden Tiere fiir die Mengen- 
bestimmung vorzuziehen wiire, ist unbrauchbar, da es auf 
unseren Herzsteff nicht anspricht. 

Die ausgezeichnete Methode der graphischen Registrierung 
der Herztiitigkeit mit Hilfe des Frank-Petterschen Manometers 
(vel. Taf I, Big. 4) liefert eine objektive Entscheidung iiber 


Ps 


das Vorhandensein jedes auf den Blutkreislauf wirkenden Stofies. 
Die qualitative Bestimmung eines Herzstoites bietet also keiner- 
Jei Schwierigkeiten, wenn man sich nur durch Injektion einer 
bei anderen Tieren als wirksam bestitigten Probe davon iiber- 
zeugt, da& das Versuchstier tiberhaupt auf dieses Herzmittel 
anspricht. iki Schwierigkeiten begegnet aber die quan- 
titative | 
hebel auf dem rotierenden Papier erzeugte Bild in die ein- 
zelnen seine Entstehung bedingenden Faktoren aufzulésen (vgl. 
die Taf, I, Figg. 1—8). 

Die Einzeichnung von Sekundenmarken erlaubt es, den 
EKinflu8 von Injektionen auf die Schlagzahl des Herzens 
genau zu messen. Sowoh! der Harn, wie die aus ihm her- 
gestellten Priiparate bewirken im allgemeinen eine mibige Be- 


’ 
) 


estimmung. Es ist dazu notwendig, das vom Schreib- 














40) Emil K. Frey und Heinrich Kraut, 


schleunigung der Herzschlige, die nach 30—60 Sekunden ihr 
Maximum erreicht und nach einigen Minuten vollstindig ab- 
geklungen ist. Auf die Dauer wird auch durch zahlreiche 
aufeinanderfolgende Einspritzungen die Schlagzahl wenig und 
in keiner bestimmten Richtung verindert. Bei 230 Ein- 
spritzungen*) von Harn oder von gereinigten Priiparaten betrug 
im Mittel die Zunahme 6°/, der urspriinglichen Schlagzahl. 
Gelegentlich trat auch eine starkere Beschleunigung auf bis 
zum 1?/,fachen; doch tiberschritt nur bei 30 der 230 Kin- 
spritzungen die Beschleunigung 10°/, der urspriinglichen Schlag- 
zahl. Bei 11 Injektionen verlangsamte sich der Puls ein wenig, 
bei 60 blieb er unbeeinfluBt. Zwischen der Wirkung von 
Menschen- und Hundeharn und von reineren Priaparaten aus 
Menschenharn besteht kaum ein Unterschied. Wiederholungen 
derselben Einspritzung in denselben Hund geben selten genau 
die gleiche Beschleunigung, steigenden Mengen eines Priparates 
entspricht keineswegs regelmibig eine gréfere Beschleunigung. 
Zur quantitativen Bestimmung ist die Veriinderung der Schlag- 
zahl ungeeignet. 

Als MaB der quantitativen Bestimmung unseres Herz- 
stoffes ist der Betrag der durch die Einspritzungen hervor- 
gerufenen Amplitudeninderungen zu verwerten. Kine 
genaue Berechnung der Zunahme der Amplituden wird aber 
durch die Schleuderwirkung, welche der Schreibhebel des 
Frank-Petterschen Manometers (vgl. Taf.1, Fig. 4) durch die 
Herzschliige erfahrt, vereitelt, und es ist daher unmdglich, die 
Wirkung einer Harneinspritzung direkt in Differenzen des 
systolischen und diastolischen Blutdruckes anzugeben. ‘Trotz- 
dem ist das genaue Ausmessen der aufgezeichneten Amplituden 
von grobem Wert fiir die quantitative Bestimmung der Wirkung 
auf das Herz. So oft im folgenden von einer Steigerung der 
Anfangsamplitude, z. B. auf das 1,8fache, die Rede ist, ver- 
stehen wir darunter die VergréBerung der scheinbaren 
Amplitude, wie sie aus den aufgezeichneten Kurven durch 





1) Zu der Statistik sind aufer unveriinderten Harnen nur solche 
Priiparate herangezogen worden, mit welchen zahlreiche Einspritzungen 
in verschiedene Hunde gemacht wurden. 
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Messung ermittelt wird. Wenn damit fiir die Gréfe der 
wirklichen Herzamplitude kein absolutes MaB gewonnen 
werden kann, so ist doch der relative Befund einwandfrei, dai 
einer scheinbaren VergréBerung auf das 1,7 fache die geringere 
und der auf das 1,9 fache die gréBere Vermehrung auch der 
wirklichen Amplitude entspricht. 

Dieses relative Ma8 ist zum Vergleich der wirksamen 
Stofimengen ausreichend. Fiir die Wirkung steigender Stoti- 
mengen auf die Herztitigkeit 1aBt sich namlich tiberhaupt 
kein mathematischer Ausdruck finden, der absolute Zahlen 
verwertbar machen wiirde. Unterhalb einer gewissen Schwelle 
vermehrt sich die Amplitude nicht, steigert man die Menge 
eingespritzten Stoftes tiber den Schwellenwert hinaus, so kommt 
man in ein Gebiet, in dem steigenden Mengen auch eine 
gréBere Vermehrung der Amplitude entspricht. Das Mab 
dieser Amplitudensteigerung ist aber von Hund zu Hund und 
je nach dem Abstand von der Reizschwelle verschieden. Von 
einer gewissen Stoffmenge ab li8t sich keine weitere Ver- 
gréferung der Amplitude durch Steigerung der eingespritzten 
Mengen melir erzielen. 

7 Anstatt die héchste Erhebung der Amplituden zu_be- 
trachten, kann man zur quantitativen Bestimmung auch den 
Mittelwert der Amplitudensteigerung wihrend der ganzen 
Wirkung einer Einspritzung heranziehen. Durch Vergleich 
einer grofen Zahl von Kinspritzungen haben wir indessen 
festgestellt, daB stérende Einilitsse des Organismus auf die 
mittlere Amplitudensteigerung stiirker zum Ausdruck kommen 
als auf die maximale Héhe der Amplitude. Auch die Ge- 
schwindigkeit, mit der die Reaktion abklingt, ist von EKin- 
spritzung zu Kinspritzung sehr verschieden. Die Wirkung auf 
das Herz, welche wenige Sekunden nach der Injektion beginnt, | 
dauert bei mittleren Dosen mindestens '/,, liingstens 6 Minuten. | 
Der Durchschnitt ist etwas mehr als 1?/, Minuten. Von 
200 Kinspritzungen von Hunde- und Menschenharn und von 
Priiparaten aus Menschenharn, deren wirksame Mengen 0,5 
bis 0,8 com Menschenharn pro Kilo Tier entsprachen, dauerten 
38 kiirzer als eine und 51 linger als 2 Minuten. Ein gesetz- 
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mibiger Gang, entsprechend den injizierten Mengen, liBt sich 
aber nur bei Zusammenfassung vieler Versuche feststellen. 
Im einzelnen kam es sehr oft vor, daub gréfere Mengen eine 
kiirzere Wirkungsdauer hatten als kieinere. So war bei der 
Kinspritzung von 6 ccm Eigenharn in een 20 kg schweren 
Hund erst nach 130 Minuten die Ausgangsamplitude wieder 
erreicht, withrend die Wirkung vou 10 cem trotz stirkerer 
Amplitudenerhéhung schon nach 90 Sekunden véllig abgeklungen 
war. Hnitsprechend der wechselnden Abwehrreaktion des Orga- 
nismus ist natiirlich auch die miitlere Amplitudensteigerung 
verschieden. 

Wir haben es daher vorgezogen, zur Mengenbestimmung 
des Herzstoffes die maximale Amplitude zu verwenden, die 
nach der Kinspritzung erreicht wird. Doch ist es zweckmiikig, 

ur diejenigen Versuche zur ani pare | ae 
in denen auch der Vergleich der mitileren Amplitudensteigerungen 
ein iihnliches Resultat ergibt. Gr ie Unterschiede dieser i ittel- 


werte deuten selbst bei sleicher maximaler Amplitudenerhdhung 
aut Unterschiede in den vorhandenen wirksamen Mengen hin. 
Im Lauf einer Versuchsreihe bleibt der normale Betrag 


der Anfangsamplituden nie erhalten, auch wenn nagh jeder 
Kinspritzung liingere Zeit gewartet wird. Diese Anderungen 
der Ausgangsamplituden sind aber nach Richtung und Umfang 
sehr schwankend. Hiiufig kommt es vor, dab bei den ersten 
4—6 Kinspritzungen die Amplituden nach Abklhngen der Herz- 
stoftwirkung immer héher werden und nach den folgenden Hin- 
spritzungen wieder absinken. Werden einem Versuchstiere 
sehr zahlreiche Einspritzungen gegeben, so beobachtet man 
gelegentlich wiederholtes Steigen und Fallen der Anfangs- 
ampltuden. 

Man kann die Amplitudensteigerung zweier Versuche auf 
verschiedene Weise vergleichen, indem man entweder die abso- 
luten Erhéhungen der Amplituden zueimander direkt in Be- 
ziehung setzt oder die relativen Krhéhungen, d. h. diejenigen 
Faktoren, um die sich der jeweilige Anfangswert der Amplituden 
vermehrt. In den Versuchen der Figg. 1 und 2 (Tat. 1) betragen 


nach der ersten Berechnungsweise die maximalen Ver- 
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gréBerungen der Amplituden 14,1 mm und 7,0 mm, die Ein- 
spritzungen verhalten sich also in der Wirkung wie 2:1, die 
relativen Erhéhungen der Amplituden betragen das 2,4 fache 
und 3,01 sich , lie Priparate verhalten sich wie 08:1. Aus 
wiederholten inspritzungen derselben Substanzmengen hat 
sich ergeben, da8 beide Berechnungsweisen falsch sind, abe: 
der Kehler der zweiten ist bei normalen Anfangsan plituden 


viel Suissa als der der ersten. Nur wenn die Anfangs- 
amplitude sehr gro$ wird, erhilt man zu kleine, wird sie sehr 
Bein, zu groBe Werte der Amplitudensteigerung. 


Aus diesen Betrachtungee ergab sich folgendes Verfahren 
fiir die Mengenbestimmung des auf das Herz wirksamen 


lea MaR dav W lait oinar Inralktian oilt wy Rye 
Als MaB der Wirksamkeit ene nyext10n Gut der Bruch, 
1 caer maximalen AM} ‘itude mit dex Antangs- 


ee ee 
iercre wenvgen 


*. 


der durch Vergleic 
amplitude entsteht. Exakt bestimmbar sind bloB g 
verschiedener Priiparate, deren Wirkung also die Anfangs- 
amplituden um denseiben Faktor erhoht. Zweckmiibig ver- 
wendet man solche Mengen, da ciese Erhéhung zwischen dem 
t.5—2 fachen der a betrigt. Die Uber- 
einstimmung der Wirkung kann man vontidiicen ci 


7 ; ° 1 ios }° ee) ee — 
Vergleich der mitt der nm Amplitudenerhéhungen, die nicht viel 


7} 1 J} se ? r i * . : 1 _ 

} +. } 134% %} Tt ‘ “Ove + ] 4 * Peat vm 

Ve nena nder av veic hen aQuyrien. Auli Sig iI8t agile SsCnalZunge 
Tey Mi syy cre nmintrare ty va: » Wer Shnh ry wy ray { r) Py Nowra 
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z. B. mit maximalen Amplituden von 1,5 und 1,7. Sind die 
Differenzen aber gréBer, so mu durch weitere Injektionen 
mit abgeiinderten Mengen derjenige Punkt ermittelt werden, 
an dem die beiden Priiparate in ihrer Wirksamkeit iiberein- 

Um Versuche an verschiedenen Hunden vergleichen zu 
kinnen, ist es cameos ‘oe unveriinderlichen Mafstab zu 
besitzen. Wir bewahrten dazu das erste reinere Praparat, 
welches uns iv reichlicher Menge zur Verfiigung stand (Pri- 
parat B) als Standard auf. Jeder Hund erhielt als erste In- 


a 
| 
‘ 


jekt: tion 0 D1 ug dieses Papasan 5 Mit der Wirksamkeit dieser 


: Vou. ae Gewohnheit pharmakologischer Wirksamkeitsbestin- 


mungen, die Standardmenge nach dem Gewicht des Versuchstieres zu 
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Menge wurden dann siimtliche folgenden Einspritzungen ver- 
glichen. Um auch die Fehlerquellen auszuschalten, welche 
aus der veriinderlichen Reaktion des Versuchstieres entspringen, 
wird die Einspritzung von 0,5 mg Standardpriiparat nach je 
3—4 Einspritzungen von anderen Praparaten wiederholt. Bevor 
das Standardpriiparat aufgebraucht ist, wird es mit einem 
neuen Standard verglichen, um den MaBstab nicht zu ver- 
lieren. 

Nach jeder Injektion muS man mindestens 5 Minuten 
warten, damit die Reaktion abklingen kann. Das gesclieht 
meist recht vollstindig, wenigstens bei reineren Priiparaten. 
GroBe Mengen unveriinderten Harns iiben natiirlich eine starke 
Giftwirkung aus. Mehr als 12 bis héchstens 15 Einspritzungen 
in einen Hund zu machen, ist unzweckmibig, da der Vergleich 
dann unsicher wird. 

Im Besitze einer brauchbaren Bestimmungsmethode kann 
man die Wirksamkeit verschiedener Harne vergleichen. Das 
UbermaB oder das Fehlen der Harnwirkung auf das Herz er- 
scheint charakteristisch fiir verschiedene Krankheiten, woriiber 
die Abhandlung in der Miinchener Med. Wochenschrift ein- 
gehend berichten soll. Hier wird nur die Wirkung normaler 
menschlicher und tierischer Harne betrachtet. In Hunderten 
von EKinspritzungen haben wir keinen Fall beobachtet, in dem 
der Harn eines gesunden Tieres oder Menschen ganz ohne 
Wirkung aut das Herz eines gesunden Versuchstieres ge- 
blieben wire. 

Im allgemeinen ist Hundeharn etwas wirksamer als 
Menschenharn. Im Mittel von 78 Einspritzungen des eigenen 
Harns der Versuchstiere (0,5 com pro Kilo Tier) erhdhte sich 
die Amplitude auf das 2,lfache, die mittlere Krhéhung be- 
betrug das 1,5fache. Bei derselben mittleren Erhéhung hob 
dieselbe Menge Menschenharn im Durchschnitt von 63 EKin- 
spritzungen die Amplitude nur auf das 1,9fache. Die Grenzen 





variieren, sind wir abgewichen, weil uns die Menge von 0,5 mg Standard 
sozusagen als Einheit der Stotfmenge gilt. Diese Einheit auch in die 
Literatur einzufiihren, erscheint nicht zweckmiiBig, da von ihr ja nur 
in unserem Laboratorium Gebrauch gemacht werden kann. 

















Von der Niere ausgeschiedener, die Herztiitigkeit anregender Stoff. 45 


der Wirksamkeit sind maximale Amplituden vom 1,1 und 
4,8tachen bei Menschenharn, vom 1,2 und 5,3fachen bei 
Hundeharn. Harn von 3 Pferden wirkte nur wenig an einem 
sonst sehr reaktionsfihigen Hund von 9 kg. Je 4 ccm gaben 
Amplitudenerhéhungen von 1,6—1,8, wihrend die Zahlen bei 
Higenharn 4,4, bei Kaninchenharn sogar 4,8 betrugen. 

Interessanter als diese Vergleiche ist derjenige der Ke- 
aktion verschiedener Hunde auf dieselben Einspritzungen. 
Von einem besonders wirksamen Hundeharn wurden 13 mal 
je 04ccom pro Kilogramm in 10 Hunde eingespritzt. Im 
Mittel stieg die Amplitude auf das 2,2fache; die gréBte 
Steigerung war das 5,lfache, die kleinste das 1,1 fache. 
Zwischen dem 1,4- und dem 3fachen lagen nur 4 Versuche. 

20 Kinspritzungen von 0,05 mg Standard pro Kilogramm 
in 9 Hunde lieferten einen Durchschnitt der Amplituden- 
erhéhung von 1,6, ein Maximum von 8,0 und ein Minimum 
von 1,1. Zwischen 1,3 und 1,9 lagen 10 Einspritzungen. Ks 
scheint danach, als ob die Schwankungen der Reaktion bei 
reineren Priparaten etwas kleiner seien als bei unveriindertem 
Harn. Doch sind sie immer noch groB genug, um jeden Ver- 
gleich von Tier zu Tier ohne die Vermittlung eines Standard- 
priiparates zu vereiteln. 

Um die Frage der Identitat oder Verschiedenheit unseres 
Herzstofies und des Urohypotensins entscheiden zu kénnen, 
ist es notwendig, nach einem MaBstab fiir die blutdrucksenkende 
Wirkung der Harne und der aus ihnen gewonnenen Priparate 
zu suchen. Mit Hilfe der Messung des Drucks von 50 cm 
Wassersiiule kann man alle auf den Kurven ausgefiihrten 
Druckmessungen ohne weiteres in Zentimeter-Wassersiiule um- 
rechnen. 

Im allgemeinen wird unter dem Blutdruck in einem Gefib 
der mittlere Blutdruck verstanden, den das endstiindig ein- 
gebaute Quecksilbermanometer ungefahr richtig angibt. Aus 
den mit dem Frank-Petterschen Manometer gewonnenen 
Kurven ist der mittlere Blutdruck in der Carotis nicht ohne 
weiteres zu entnehmen, und wir haben uns daher von seiner 
durch die Injektion unserer Priparate bewirkten Veriinderung 
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von Zeit zu Zeit in Versuchen mit dem Quecksilbermano- 
meter unterrichtet. Sowohl Harn, wie auch alle daraus her- 
gestellten Priiparate senken den mittleren Blutdruck in den 
iiblichen Dosen sehr stark, durchschnittlich um etwa 40 
bis SO mm Quecksilbersiiule. Mit dem Hnde der Aceaiibeten. 
erhéhung ist meist auch der mittlere Blutdruck wieder zur 
Anfangshéhe zuriickgekehrt. 
Als MaB fiir die blutdrucksenkende Wirkung eines Stoffes 
ist indessen der mittlere Blutdruck nicht verwendbar, wenn 
dieser Stoti selbst oder ein Begleiter zugleich eine Yermehrung 
des Schlagvolumens des Herzens bewirkt. Dann ist der mittlere 
Blutdruck die Resultante aus zwei entgegengesetzten Wirkungen, 
der Erhéhung des Drucks durch die Vermebrung der in der 
Zeiteinheit den Gefiquerschnitt ne Blutmenge und 
der Erniedrigung, welche die Erweiterung des CefiiBsystems 
“ sich bringt. din richtigerer Mabstab fiir die letztere dieser 
1 Komponenten ist wohl in der Veriinderung des diasto- 
r re Blutdrucks zu sehen, in der Hohe, aut die nach Ver- 
schluB der Aortenklappen der Carotisdruck absinkt. Der Kin- 
flu8 des vermehrten Schlagvolumens ist auf den diastolischen 
Blutdruck jedenfalls geringer als auf den mittleren. 

Wir wollen daher als Maf&{’ der blutdrucksenkenden 
Wirkung unseres Herzstoffes, bzw. als Ma des neben ihm 
vorhandenen Urohypotensins die Verinderung des diastolischen 
Carotisdrucks durch die injektionen verwenden. Er bewest sich 
nach der Einspritzung von Harn oder Harnpritparaten  stets 
unterhalb der Norm, abgesehen von so seltenen Ausnahmen, 
daB man sie unbedenklich auf blutdrucksteigernde Neben- 
reaktionen des Versuchstieres, z. B. auf PreBatmung zuriick- 
fiihren kann. 

Da im Laut emer Versuchsreihe der Anfangsbiutdruck 
sich sehr veriindert, ist es richtiger, statt des absoluten Ke- 
traces in Zentimeter-Wassersiiule die relative Anderung in 
Prozenten des Aniangsblutdruckes zu betrachten. Durch die 


Hinspritzung von 0,5 mg Standardpriiparat sank z. B. in zwei 
unmittelbar aufeinanderfoleenden Versuciien der diastolische 


Blutdruck erst von 76 auf 46 cm, dann von 105 auf 61 
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Die absoluten Zahlen der Senkung sind 30 und 45cm, die 
prozentuale Senkung aber betrigt 40 und 42 vom Hundert. 


’ 


Im allgemeinen nimmt mit groBer Regelmibigkeit die 
blutdruckxsenkende Wirkung mit der Menge der eingespritzten 
Substanz zu, wenigstens wenn man zwischen je zwei Hin- 

pritzungen eine geniigende Ruhepause (mindestens 5 1} 


einhilt. So bewirkten bei einem Hund von i2kg 4% cem 


: > . . . tf ¢ / oe 
Menschenharn eine Senkung von 16 cm = ag des diastolischen 
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Der Vergleich von Priaparaten nach ss in ihnen ent- 

haltenen Menge blutdrucksenkenden Stofies wird aber sehr er- 

schwert durch die ganz verschiedenen Betriige, um die dieselbe 
1 ° 1 


Substanzmenge bei verschiedenen Hunden den diastolischen 
Blutdruck herabsetzt. Diese Schwankungen stehen in keinem 


erkennbaren Zusammenhang mit der viel weniger schwankenden 
‘ ie pitt? wmieglie 
Kinwirkung dieser Priiparate aut die Héhe der Amplitude: 


-_ Wiis a tod iin, Wits ; ‘cejher 
Schon bei demselben Hund hat die Wiederholung derselben 
Hinspritzung keineswegs konstante Wirkung. Vielmehr nimm‘ 
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Im lauie ener iangeren Versucnsreihe die Reaktion Ges Ver- 


suchstiers aut die blutdrucksenkende Wirkung der Priiparate 
“Spe et Re es ae Tee: ee: epeeeena. Te Pe ee Gee = ee 
izst Immer and. Ud 1g Standard wuraen wiederholt o Hund: L 


jede Standard- 


7 
} 
t 
t 


von 9—10 kg Gewicht elngespritzt, wobel aul 
he Senkungen 

At QO! \ 
[. 42 Si): ¢ 


. 
7 / 


einspritzung 2—8S andere Injektionen folgten. 
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Mittelwerte der Glutdrucksenkung durch Menschen- und Hunde- 
harn und durch Standardpraparat. Wie bei lev  Vergleichune 


ler maximalen Amplituden erweist sich der Hundeharn an 
blutdrucksenkender Wirkung iiberlegen. Auch Standard- 
praparat ist eher etwas wirksamer als Menschenharn im Gegen- 
satz zu den beobachteten Herzwirkungen. Doch sind die 


Unterschiede gering. 
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Tabelle. ‘ 
Blutdrucksenkung durch Menschen- und Hundeharn und durch 
Standardpraparat. 
In Zentimeter-Wassersiule und in °, des 
Anfangsblutdruckes 
Durchsechnitt Maximum | Minimum 
em io em 7, | em Of 
Menschenharn 
0,5 cem pro kg AV) 33 110 75 7 8 
Hundeharn 
0,5 cem pro kg 63 46 192 77 12 li 
Standard 
0,05 mg pro kg 42 36 80 64 i4 11 





In die Nahe des Durchschnitts, nimlich in den Rahmen 
der mittleren 10°/, entiallen: 


Bei Menschenharn . . . . 13 von 37 Messungen 
» meemdehern . ... s+ 1 4, 2 Z 
99 Standard . . . . . . 10 99 23 99 


Die Tabelle gibt zugleich ein Bild von der Unsicherheit 
dieser Bestimmungen. Sie verzeichnet die Zahl der Versuche, 
deren Wirkung in der Nihe des Durchschnitts liegt. Das 
sind auffallend wenige; aber es laBt sich ihnlich wie bei der 
Bestimmung des Herzstofis feststellen, da mit fortschreitender 
Reinigung des Menschenharns die Schwankungen  geringer 
werden. Offenbar sind noch zahlreiche andere Harnbestand- 
teile als die hier bearbeiteten von Einflu8 auf den Blutdruck, 
wenn auch in geringerem Mafe. Das Vorhandensein eines 
blutdrucksteigernden Stoftes liBt sich am FroschgefaSpriparat 
nachweisen. Sowohl Harn wie die Ammonsulfatniederschlige 
aus Harn bewirken eine starke Kontraktion der GetiBe der 
Kroschhinterbeine. In geringerem Mage ist dies bei den mit 
Uranylacetat gefillten Priiparaten der Fall. Die an Tonerde 
adsorbierten Priiparate iiben gar keine kontrahierende Wirkung 
mehr aus. Diese Versuche sind zugleich ein Beweis datiir, 
daB die Blutdrucksenkung unserer Priparate nicht auf einer 
Erweiterung der GefiiBe in den Extremitiiten. beruht. 
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Versuche zur Isolierung des Herzstoffes. 

Hiir die Zerlegung des Harns in Fraktionen finden sich 
in der Literatur zwei Vorbilder, die Verfahren von Abelous 
und Bardier, welche in der Hauptsache einen eiweiShaltigen 
und einen elweiffreien Anteil nach der Léslichkeit in Alkohol 
oder der Fillbarkeit durch Ammonsulfat herstellen, und die 
sorgfiltig ausgebildeten Methoden zur Aufarbeitung der bio- 
genen Amine des Harns von Kutscher und Lohmann und 
von Engeland.?) 

(sewisse Reaktionen unseres Stoffes scheinen auf die Zu- 
gehérigkeit zur Gruppe der biogenen Amine hinzuweisen, er 
unterscheidet sich jedoch von ihnen durch seine Unfihigkeit, 
Pergamentmembrane zu durchdringen. Die beschriebenen Ver- 
fahren zu ihrer Trennung sind fiir uns nicht gangbar gewesen, 
da sie von Wasserbadtemperatur und von starker Aciditit | 
hiufig Gebrauch machen. Beides wird ohne Verlust der 
Wirksamkeit von unserem Stoff nicht vertragen, und es ist 
daher auch nicht zu entscheiden, ob er mit irgendeinem der 
komplizierteren unter den ermittelten Aminen in einem chemt- 
schen Zusammenhang steht. 

Als geeignetes Verfahren zur Reinigung unseres Herz- 
stoffes hat sich die Adsorptionsmethode bewahrt, wie sie von 
R. Willstitter und Mitarbeitern?) zur Isolierung von knzymen 
ausgebildet worden ist. Es gelingt leicht, nach Entfernung 
der Phosphate des Harns den Herzstoff an Kaolin und an 
Tonerde zu binden und aus den Adsorbaten durch Phosphate 
wieder in Freiheit zu setzen. Es ist aber nicht zweckmiatig, 
diese Reinigungsoperation schon mit dem Harn selbst vor- 
zunehmen, da er zu viel gut adsorbierbare Produkte enthiilt. 
Besser unterwirit man vorgereinigte Lisungen der Adsorption, 
die dadurch auswiihlender gestaltet werden kann. 

Zu dieser Vorreinigung kénnen verschiedene Methoden 





1) Siehe Abderhalden, Handb. d. biol. Arbeitsmeth. Abt. IV, 
Nr.5, Heft 8: M. Guggenheim und A. Hottinger, Die bicgenen 
Amine des Harns. SS. 280 und 284. 

2) Siehe besonders die zusammenfassenden Vortriige iiber Enzym- 
isolierung: Chem. Ber. Bd. 55, S. 3601 (1922) und Bd. 59, 8S. 1 (1926). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLYII. 4 
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verwendet werden, so die zur Anreicherung des Urohypotensins 
beniitzte Fillung mit Ammonsulfat. Adsorbiert man die so 
gewonnenen Lésungen an Aluminiumhydroxyd, so gelangt man 
zu den héchsten bisher erreichten Reinheitsgraden. Allein 
die Ausbeute des Abelous-Bardierschen Verfahrens ist 
schwankend und oft sehr gering, und es ist daher zur Her- 
stellung gréBerer Priiparate ungeeignet. Wir haben es ersetzt 
durch die Fiillung des phosphatfreien Harns mit Uranylacetat, 
die in meist sehr guter Ausbeute zur Tonerdeadsorption ge- 
eignete Lésungen liefert. 

Dialyse. Zur Dialyse von Enzymen hat sich die Membran 
der sogenannten Fischbiasen besonders bewihrt. Die Enzyme 
werden von ihr meist vollstindig zuriickgehalten. Der auf 
das Herz wirksame Stoff durchdringt dagegen langsam die 
Fischblasenmembran. Die maximale Amplitudensteigerung von 
5 mg einer Ammonsulfatfillung betrug vor der Dialyse (ohne 
Wasserwechsel) das 1,4fache. Die Menge AuBenfliissigkeit, welche 
25 mg dieses Priparates entsprach, gab nach eintiigiger Dialyse 
das 1,5fache. Es waren also etwa 20°/, der wirksamen Substanz 
durch die Fischblase gewandert. Kine Wiederholung dieses Ver- 
suches mit Pergament als dialytischer Membran leferte das 
iiberraschende Resultat, da8 nunmehr fast kein Herzstofi sich 
im AuBenwasser befand. Nach 3 tigiger Dialyse gab erst die 
70 mg entsprechende Menge der Aufenfliissigkeit eine maximale 
Amplitudenerhéhung vom i,4fachen. Danach waren erst 7°/, der 
wirksamen Substanz durch die Pergamentmembran gewandert. 

Diese Zahlen haben sich in zahlreichen Versuchen be- 
stitigt. Die groBen Verluste der Dialyse durch Fischblasen 
sind seit Verwendung von Pergament verschwunden. Bis zur 
Kntfernung der Salze gehen nur wenige Prozente an wirksamer 
Substanz verloren. 

Mit den Salzen liebe sich der gréSere Teil der organischen 
Verbindungen des Harns entfernen. Doch ist die Dialyse des 
unveriinderten Harns wegen des groBen Volumens zu umstind- 
lich, um als Reinigungsmethode in Betracht zu kommen. Wir 
verwenden aber die Dialyse immer, um reinere Priaparate vor 
der Injektion von Salzen zu befreien. 
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Fillung durch Alkohol. Abelous und Bardier 
schreiben dem Urohypotensin die Unldéslichkeit in Alkohol zu. 
Auch unser Herzstoff wird von 80—90°/,igem Alkohol aus- 
gefallt und zwar meist nahezu vollstiindig. Die alkoholische 
Lésung tibt nach dem Kindampfen im Vakuum fast keine Wirkung 
mehr aut das Herz des Versuchstieres aus. Nur in einem 
einzigen Halle sind etwa 30°/, der wirksamen Substanz in die 
alkoholische Lisung iibergegangen, naimlich aus dem _ hoch- 
wirksamen Harn einer Patientin mit abklingender reflektorischer 
Anurie. Man kann vielleicht annehmen, da8 die Fallbarkeit 
curch Alkohol auf Adsorption an einen ausgefiillten Begleit- 
stoff beruht. Phosphat kommt dafiir nicht in Betracht. Auch 
nach Entfernung desselben mit Magnesiamischung sind quanti- 
tative Fillungen durch Alkohol beobachtet worden. Die | 
Fallungen, welche wir bisher mit reineren Priiparaten an- 
gestellt haben, waren kolloidal und so schlecht filtrierbar, daB | 
man eine Priifung auf den Verbleib des Herzstoffes nicht vor- | 
: nehmen konnte. | 

Zur Beurteilung des Reinigungsetlektes sollen alle Prii- 
parate mit dem nachher zu beschreibenden Standardpriiparat 
verglichen werden. So erhielt man in einem Beispiel durch 
Alkoholfiillung und Dialyse aus Menschenharn ohne merklichen 
Verlust an Wirksamkeit ein Priparat, welches 1/, der Standard- 





reinheit besa. 

1 Liter Harn lieferte dabei 145 mg Trockensubstanz, was 
bei einem spezifischen Gewicht des Harns von i,015 einer 
Reinigung auf das 100 fache entspricht, 

HKillung mit Ammonsulfat. Fiir priparatives Arbeiten 
kommt ein Vermischen unverinderten Harns mit dem 10 fachen 
Volumen Alkohol nicht in Frage. Weit besser zu handhaben 
ist die Fillung mit Ammoniumsulfat, die einen dunkelbraunen, 
leicht filtrierbaren Niederschlag erzeugt. Man kann dieses 
Verfahren auswiihlender gestalten, wenn man den Harn mit 
Schwefelsiiure vorsichtig so weit ansiuert, dab Kongopapier 
eben einen violetten Ton annimmt. Der dann durch Ammon- 
sulfat entstehende Niederschlag ist nimlich in wenig Wasser 
nicht mehr vollstindig léslich, Es hinterbleibt eine braun- 
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schwarze Masse, welche nur durch Zusatz von verdiinnter Soda- 
lésung wieder aufgelist werden kann. Wihrend nun der 
wasserliésliche Anteil nur noch Spuren der Wirksamkeit auf- 
weist, enthilt die Sodalésung die Hauptmenge des Herzstoffes. 
Die so erreichte Reimigung ist bedeutend. In einem Beispiel, 
das mit demselben Harn, wie die obenerwihnte Alkohol- 
fillung ausgefiihrt wurde, entsprach einer Ausbeute von 60°), 
wirksamer Substanz ein Reinheitsgrad von 1/, des Standard- 
praparates. 

Dieses Verfahren wiirde ein geeignetes Ausgangsmaterial 
fiir die weitere Reinigung liefern, aber es ist nur sehr schlecht 
reproduzierbar. Ohne feststellbaren Grund schwanken die Aus- 
beuten in weiten Grenzen, nimlich zwischen 10 und 60°/,. 
Durchschnittlich kann man etwa 30°/, der wirksamen Substanz 
gewinnen; der Rest wird zerstért, denn die dialysierten Rest- 
lésungen sind fast unwirksam, 

In zahlreichen Versuchen strebten wir eine Fraktionierung 
durch den wechselnden Betrag der Sattigung mit Ammonsulfat 
an, ohne Erfolg. ?/. der zur vélligen Sattigung erforderlichen 
Menge erzeugen im allgemeinen kaum einen nennenswerten 
Niederschlag, 4/, geben eine reichliche Fiallung, welche aber 
ungefithr 50°/, des wiedergewinnbaren Herzstoffes enthalt. Der 
Rest wird fast vollstindig von den nichsten ?/, des Ammon- 
sulfates niedergeschlagen. Bei Versuchen in gréBerem Mab- 
stab verwendeten wir daher stets °/, der zur Sittigung er- 
forderlichen Menge Ammonsulfat. 

Die Ammonsulfatfillung aus schwachsaurer Lisung hat 
uns zur Herstellung eines Standardpriiparates gedient. Ihrer 
wechselnden Ausbeute wegen haben wir sie dann verlassen, 
zumal die chemische Untersuchung des mit ihrer Hilfe ge- 
wonnenen Standardpriiparates ein weit besseres Verfahren fiir 
den ersten Schritt der Reinigung erkennen lief. 

Uranylacetatfiillung. Der schéne Niederschlag, den 
dieses Priiparat mit Uranylacetat gibt, lef sich glatt durch 
Zusatz von etwas Diammonphosphat zerlegen unter Bildung 
des schwer léslichen Uranammonphosphates. Auch der Harn 
gibt mit Uranylacetat einen gelbbraunen, meist gut absitzenden 
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Niederschlag, der mit der Zentrifuge isoliert wird. Allerdings 
ist es notwendig, den Harn vorher durch Magnesiamixtur von 
Phosphat zu befreien, was sich leicht so ausfithren laBt, dag 
die Lésung weder Phosphat noch Magnesia enthilt. Nur muB 
man wegen der Empfindlichkeit des Herzstoffes den Ammoniak- 
zusatz vorsichtig bis zu eben beginnender Blaufarbung von 
Lakmus vornehmen. 

Zur volligen Abscheidung des Herzstoffes aus 1 Liter 
normalem Menschenharn sind bis zu 10 g Uranylacetat erforder- 
lich. Die Fiallung wird mit Diammonphosphat zerlegt, ab- 
zentrifugiert und aus der klaren Liésung mit Magnesia- 
mischung das iiberschiissige Phosphat entfernt. Das phosphat- 
und magnesiafreie Priparat wird entweder sofort der Adsorption 
an Tonerde unterworfen oder zur Bestimmung seiner Reinheit 
bis zum Verschwinden der Chloridreaktion (12—16 Stdn.) gegen 
fiieBendes destilliertes Wasser durch Pergament dialysiert. 
Die phosphathaltige Lésung zu dialysieren, ist unzweckmiibig, 
da Ammonphosphat viel liingere Dialysendauer erfordert als 
Ammonchlorid. 

Die Ausbeute an Herzstoff betrigt in der dialysierten 
Elution der Uranylacetatiallung 60—80°/, des im Harn vor- 
handenen. Der Reinheitsgrad entspricht dem 4. Teil des 
Standardpriparates. 

Im Hinblick auf den erreichten Reinheitsgrad unter- 
scheiden sich also die drei Verfahren der Fillung mit Alkohol, 
Ammonsulfat und Uranylacetat nicht merklich voneinander. 
Um dieselbe Wirkung auf das Herz eines Versuchstieres zu 
erzielen, wie mit Standardpriparat, ist ungefahr die 4fache 
Gewichtsmenge erforderlich. Die Alkoholfallung scheidet als 
priparative Methode durch das groBe Volumen aus. Wie sich 
zeigt, ist ihr Produkt auch fiir die weitere Reinigung nicht 
recht verwendbar. Zwischen Ammonsulfat- und Uranylacetat- 
fillung besteht in der Eignung zur Tonerdeadsorption kein 
Unterschied. Die Uranylacetatfillung ist aber der sicheren 
Ausbeute wegen den anderen Verfahren weit vorzuziehen. 

Diese drei Reinigungsprozesse nacheinander vorzunehmen, 
verspricht keinen groBen Erfolg. Beim Standardpriparat 
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fiillten wir die Sodalésung des Ammonsulfatniederschlages mit 
Alkohol ohne merkliche Reinigung. Zwischen Ammonsulfat- 
und Uranylacetatfiillung bestehen allerdings Unterschiede, die 
sich in der chemischen Zusammensetzung der aus ihnen durch 
Tonerdeadsorption gewonnenen Produkte zeigen. 

Adsorption. Aus frischem Harn l48t sich der Herz- 
stoff nicht an Tonerde binden, wiihrend er von viel Tierkohle 
vollig adsorbiert wird. Auch nach Entfernung der Phosphate 
des Harns ist noch viel Tonerde zur vollstiindigen Adsorption 
notig, ein Zeichen, daB eine grofe Zah! anderer Stoffe mit- 
adsorbiert werden. Die reineren Priparate brauchen dagegen 
nur wenig Aluminiumhydroxyd zur vélligen Bindung des Herz- 
stoffes. 

Der erste gréBere Adsorptionsversuch des Priparates A 
wurde mit einem Alkoholniederschlag ausgefiihrt, der aus 
1 Liter Harn einer Patientin mit abklingender refiektorischer 
Anurie gewonnen war. Der hohe Gehalt an Herzstoff hatte 
diesen Harn als besonders geeignetes Ausgangsmaierial er- 
scheinen lassen. Aber wie erwihnt, bheb die Alkoholfillung 
sehr unvollstindig, die Wirkung der von Phosphat befreiten 
Lésung entsprach nur noch der von 40°/, des Ausgangsharns. 
Zur Adsorption von 80 ccm der Alkoholfaillung waren 80 ccm 
Tonerdesuspension, enthaltend 0,2 ¢ Al,O, nétig. Als Ad- 
sorbens verwendeten wir hier ein nach dem Verfahren von 
R. Willstitter und H. Kraut?) hergestelltes, gealtertes 
Aluminiumorthohydroxyd. Zu allen spiteren Adsorptionen 
diente dagegen Polyaluminiumhydroxyd A. 

Die Adsorptionsversuche fiihrten wir stets in der Weise 
aus, daB wir zuerst mit einer kleinen Probe der Substanz die- 
jenige Menge Tonerde ermittelten, welche hinreichte, um 80 
bis 90°/, der wirksamen Substanz zu adsorbieren. Nach den 
Erfahrungen, die bei der Adsorption von Enzymen gewonnen 
wurden, kann man bei einer nicht ganz vollstiindigen Adsorp- 
tion auf die geringste Menge mitadsorbierter Begleitstoffe 
rechnen. 





') Chem. Ber. Bd. 57, S. 1082 (1924) u. Bd. 58, 8. 2448 (1925). 
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Wie fast immer bei Tonerdeadsorbaten gelingt es auch 
hier leicht und vollstindig, die adsorbierten Stotte durch 
Diammonphosphatlésung in Freiheit zu setzen. Man libt 
davon zur Elution die 83—5fache Gewichtsmenge des vorher 
zur Adsorption angewandten Aluminiumoxyds in etwa 1 bis 
2°/,ige Loésung auf das Adsorbat einwirken und iberzeugt 
sich nach '/,—1 Stunde, ob die Hauptmenge des wirksamen 
Stoffes in Lisung gegangen ist. ZweckmiBig bricht man dann 
die Klution ab, da langeres Stehen nur unndétig viel von schwerer 
eluierbaren Begleitstoffen in Lésung bringt. Beim Praparat A 
wurde die Adsorption aus der phosphatfrei gemachten Elution 
wiederholt. 

Die Wirksamkeit von 1,4 mg des dialysierten Priaparates 
entsprach nun der von 0,5 mg Standard. Die zweimalige 
Adsorption an Tonerde hatte also kaum einen EiniiuB aut 
die Reinheit des Priparates ausgeiibt. 

Besseren Reinigungserfolg hatte die ‘Tonerdeadsorption 
beim Priparat B, das von der Hauptmenge seiner Verun- 
reinigung durch Ammonsulfatfillung befreit war. 1001 Harn 
wurden nach vorsichtigem Ansiuern mit Schwefelsiure mit 
63 kg Ammonsulfat gefillt und die Fallung mit der Soda- 
lésung des Niederschlags wiederholt. Die schlecht filtrierbare, 
triibe Lisung fillten wir 2 mal mit dem 10fachen Volumen 
96°/ igen Alkohol und erhielten 19 g hellbraunes Pulver. Die 
Wirkung entsprach aber nur noch 15°/, der vom Harn aus- 
geiibten. Da sein spezifisches Gewicht 1,014 betragen hatte, 
so sind 86°/, der Trockensubstanz entfernt worden. 

Von diesen 19 g wurden 12 g in derselben Weise, wie bei 
Priiparat A geschildert, der Adsorption an 4 g Tonerde unter- 
worfen. Zur HKlution lieben wir erst 10 g Diammonphosphat 
in 1 Liter Lésung 1 Stunde einwirken, dann noch einmal die 
halbe Menge wiihrend 4 Stunden. In der ersten Elution waren 
etwa 60°/, der Wirksamkeit vorhanden, in der zweiten 10°), 
und zwar gebunden an die 3tache Stoffmenge. Daher ver- 
warfen wir die zweite Elution. 

Das dialysierte Produkt bewahren wir als Standardpriparat 
unter Toluol auf und vergleichen mit ihm siimtliche anderen 
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Priparate. Die EKinspritzung von 0,05 mg pro Kilogramm 
Hund bewirkt durchschnittlich eine Steigerung der Amplitude 
auf das 1,5fache. Im Laufe eines halben Jahres konnten 
wir keine Abnahme der Wirksamkeit feststellen. 

Um die Reinheit tiber die des Standards hinaus zu steigern, 
unterwarfen wir bei PraparatC einen durch Ammonsulfat 
gefiillten Harn der Adsorption an Kaolin (aus der Nymphen- 
burger Porzellanfabrik, nach dem Verfahren von R. Will- 
stitter und K. Schneider’) mit Salzsiiure ausgekocht). Die 
Ammonsulfatfallung aus 1 Liter Harn, ein besonders gut ge- 
lungenes Praparat mit 66°/, Ausbeute, dialysierten wir 2 Tage, 
um Reste von Ammonsulfat zu entfernen. Dann banden wir 
90°/, der wirksamen Substanz an 12 g Kaolin. 500 ccm 
0,3°/,iges Ammoniak eluierten hieraus 30°/, des adsorbierten 
Herzstoffes. Sie wurden neutralisiert, im Hochvakuum ohne 
Wirksamkeitsverlust eingedampft und dialysiert. Die Reinheit 
entsprach genau derjenigen des Standardpriparates, 

Eine folgende Tonerdeadsorption lieB den Reinheitsgrad 
vollkommen unverindert. Die Kombination von Kaolin- und 
Tonerdeadsorption bietet also hier im Gegensatz zu vielen 
Beobachtungen an Enzymen kein Hilfsmittel zur Verbesserung 
des Reinheitsgrades. 

SchlieBlich stellten wir fest, da8 auch die Reinigung mit 
Uranylacetat zur Adsorption geeignete Lésungen liefert. Aus 
2 Liter Harn wurde z. B. mit 20 g Uranylacetat der wirksame 
Bestandteil niedergeschlagen und durch Diammonphosphat mit 
80°/, Ausbeute wiedergewonnen. Nach Fallung mit Magnesia- 
mixtur und Dialyse adsorbierten wir an 1,15 g Tonerde A. 
Die Wirksamkeit der Elution entsprach wieder genau der des 
Standardpraparates. 

In Priparat D wurden vier aut solche Weise gewonnene 
Lésungen vereinigt und nochmals der Adsorption an 'Tonerde A 
unterworfen. Die zweite Adsorption sollte weniger der 
Steigerung des Reinheitsgrades dienen, die auch vollig aus- 
blieb, als vielmehr der Entfernung von kleinen Resten an- 


1) Diese Zs. Bd. 138, S. 118 (1924). 
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haftender Begleitstoffe, um so ein brauchbares Produkt fiir die 
chemische Untersuchung zu erhalten. 

In allen 4 Priparaten ist die Reinigung so weit fort- 
geschritten, daB mit 0,5 mg dieselbe Steigerung der Amplitude 
erreicht werden kann, wie mit T0—90 mg Trockensubstanz 
des Harns. ‘T'rotzdem zu dieser Reinigung auf das 150-fache 
ganz verschiedene Wege eingeschlagen wurden, hat sich kein 
Anhalt dafiir gewinnen lassen, ob die blutdrucksenkende Wirkung 
des Harns mit demselben Stoff verkniipft ist, wie die ampli- 
tudensteigernde, ob Urohypotensin und Herzstoff identisch sind 
oder nicht. Das lhegt zum grofen Teil an der Unsicherheit, 
mit der die Bestimmung der blutdrucksenkenden Wirkung im 
Tierversuch behaftet ist. Man kann nicht durch Vergleich 
der Ausbeute an Herz- und Blutdruckwirkung Konstanz oder 
Verschiebung der Mengenverhiltnisse beider feststellen. Eher 
noch kann man die fertigen Priparate daraufhin untersuchen, 
ob derselben Erhéhung der Amplituden auch dieselbe Blut- 
drucksenkung entspricht. 

Bei derselben Steigerung der Herztiitigkeit ist die Blut- 
drucksenkung durch Standardpriparat durchschuittlich eher 
etwas stiirker als durch Menschenharn. Ahnlich verhilt sich 
Priparat A, von dem aber nur wenige Bestimmungen vor- 
liegen. Im Gegensatz dazu findet man bei Priiparat C, dab 


durch die Kaolinadsorption die blutdrucksenkende Wirkung ver- 


mindert wurde. 0,5 mg Standard bewirkten in einem Ver- 
such dieselbe Amplitudensteigerung wie 0,4 mg der dialysierten 
Kaolinelution des Priiparates C, niimlich auf das 1?/, fache. 
Den Blutdruck senkte der Standard um 47°/,, C aber nur 
um 33°/. In einem zweiten Versuch mit denselben Mengen 
an einem anderen Hund war der Unterschied noch grifer, 
nimlich 37 und 18°/, Senkung bei Amplituden vom 1,9 und 
1,8fachen. Dieselben Unterschiede zeigten sich auch nach 
der nun folgenden onerdeadsorption des Priparates C. Aber 
diesen Werten steht ein vereinzeltes Resultat mit der Kaolin- 
elution gegeniiber, in dem die Blutdrucksenkung 40 °/, betrug, 
wiihrend die entsprechende Standardmenge nur um 37°/, er- 
niedrigte. Daher sind weitere Versuche zu einer Trennung 
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der beiden Wirkungen durch Kaolinadsorption notwendig. Sehr 
merkwiirdig ist es, daB trotz der groBen Unterschiede in der 
chemischen Natur der Begleitstoffe zwischen den Priiparaten B 
und D keine Verschiebung des Verhiiltnisses von blutdruck- 
senkender und amplitudensteigernder Wirkung festgestellt werden 
konnte. Kine Entscheidung iiber die Identitiit oder Verschieden- 
heit des Urohypotensins und unseres Herzstoffes kann nur 
durch weitere Reinigung herbeigefithrt werden. 


Beschreibung cer Praparate. 

Da die Grundlage der analytischen Arbeit, die Isolierung 
des reinen K6rpers noch nicht erreicht ist, so hat die Be- 
schreibung unserer Priiparate nur vorliufigen Charakter. Wich-. 
tiger als positive Ergebnisse, iiber deren Zugehorigkeit zur 
wirksamen Substanz oder zu den Begleitstoffen ein Anhalts- 
punkt fehlt, ist der negative Ausfall von Gruppenreaktionen, 
der es erlaubt, das Vorliegen bestimmter Klassen organischer 
Verbindungen auszuschlieBen. Wie es fiir die Untersuchung 
von Knzympriparaten in der V. Abhandlung iiber Invertin von 
R. Willstiitter und K. Schneider?) erértert wurde, so be- 
trachten auch wir alle diejenigen Reaktionen als accessorisch, 
welche bei einem einzigen wirksamen Priiparate vollkommen 
negativ ausgefallen sind. 

Die trockenen Praparate, gewonnen durch langsames Kin- 
dunsten der Liésungen iiber Chlorcalcium stellen gelatine- 
‘ihnliche, gelbliche Massen dar, die in Wasser mit schwach 
gelbbrauner Farbe, in organischen Liésungsmitteln dagegen 
nicht léslich sind. Aus der Unfihigkeit der Substanz, die 
Pergamentmembran zu durchdringen, kann man auf ein groBes 
Molekulargewicht schlieBen. Héhere Temperatur inaktiviert 
die Liésungen, rascher, wenn sie weniger rein sind. Aber auch 
die derzeit reinsten Priparate verlieren durch 10 Minuten 
langes Kochen den gréSten Teil ihrer Wirkung. Ebenso sind 
die Priiparate sehr empfindlich gegen Aciditiit und Alkalitit. 
2°/,ige Salzsiiure zerstérte in 7 Minuten die gesamte Kreis- 





1) Diese Zs. Bd. 133, S. 193 (1924). 
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laufwirkung. 3°/,ige Sodalésung wird einige Stunden ohne 
groBen Verlust ertragen. Natronlauge inaktiviert in kurzer Zeit. 

Einer eingehenderen chemischen Untersuchung sind die 
Priiparate A, B und D unterworfen worden, die in ihrer Wirk- 
samkeit ungefiihr iibereinstimmten. Sie unterscheiden sich in 
ihrer Darstellung durch den ersten Schritt, der zur Abtrennung 
der Hauptmenge von Begleitstoffen gedient hat. Bei Priaparat A 
fallten wir den Harn mit Alkohol, bei B mit Ammonsulfat. 
bei D mit Uranylacetat. 

Alle 3 Verfahren sind in der KiweiBchemie als Fillungs- 
reaktionen bekannt, und ihre Produkte bestehen daher in der 
Hauptsache aus den KEKiweifkérpern des Harns und _ ihren 
nichsten Abbaustufen. Als weitere Reinigung folgte stets 'Ton- 
erdeadsorption; schlieBlich diente eine Dialyse durch Pergament- 
papier zur Entfernung der Salze. 

In keinem der drei Priparate wurden Nucleinbasen ge- 
funden, ebensowenig Harnstoif, Harnsiiure, Kreatinin, Harn- 
indican, Indol und Skatol. Eisenchlorid gab keine Farb- 
reaktion. 

Unterschiede zeigten sich dagegen in den EiweiBreaktionen. 
Bei Priparat A war die Schwefelbleireaktion negativ, ebenso 
die Ninhydrinreaktion. Sehr schwach positiv war die Pauly- 
sche Diazoreaktion und die Biuretreaktion, stark positiv die 
Millonreaktion, aber der abgeschiedene Kérper besaB nicht 
das normale Aussehen. Er war ein gelbbrauner, zusammen- 
geballter Niederschlag. 

Dieselbe Reaktion stand auch bei Praparat B im Vorder- 
grund; 10 mg gaben eine sehr stark positive Millonsche Probe 
und zwar von der iiblichen hellroten Beschafienheit. Besonders 
interessant war, daB sich diese Reaktion, ausgefiihrt mit der- 
selben Gewichtsmenge, durch die ‘Tonerdeadsorption ganz 
wesentlich verstarkt hatte. 

Proben auf genuines EKiweif versagten. Beim Kochen und 
beim Versetzen mit Ferrocyanwasserstoffsiure entstand nur 
eine kaum wahrnehmbare Triibung, ebenso fiel die Schwetel- 
bleireaktion negativ aus. Dagegen war die Ninhydrinreaktion 
stark positiv, die Diazoreaktion deutlich, Xanthoprotein- und 
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Biuretreaktion eben erkennbar. Starke Fallungen bildeten 
sich mit denjenigen Eiweibfillungsmitteln, die auch mit Aminen 
Niederschliige geben, so mit Uranylacetat, Phosphorwolfram- 
siure, Bleiacetat. Von diesen 3 Reaktionen hat sich nur die 
erste priiparativ verwenden lassen. Weder aus der Phosphor- 
wolframsiurefillung, noch aus dem Bleiniederschlag kann 
man den gesuchten Stoff in physiologisch wirksamer Form 
isolieren. 

Nach den Erfahrungen dieses Priiparates war es iiber- 
raschend, da& bei D die eigentlichen EiweiBreaktionen alle 
negativ ausfielen. Weder mit Millonsreagens, noch mit Nin- 
hydrin, noch mit der Biuretprobe lie® sich Kiweif oder seine 
Abbauprodukte feststellen. Kinzig die Paulysche Diazoreaktion 
gab einen sehr schwachen, aber deutlichen Befund. 

Diese Beobachtung, zusammen mit der Tatsache, dab 
auch Phosphorwolframsiure und Uranylacetat mit Praparat D 
starke Niederschliige geben, legt den Gedanken nahe, da’ der 
wirksame Bestandteil unserer Priiparate Histamin sei, dessen 
biologisches Verhalten iihnlich wie das unseres Stoffes be- 
schrieben wird. In der Tat geben kleine Mengen von Histamin 
(0,01 mg, einem kleinen Hund intravends eingespritzt), dieselbe 
Erhéhung der Amplitude, dieselbe Senkung des Blutdrucks 
wie unser Standardpriparat (0,3 mg). Indessen ist es hoéchst 
unwahrscheinlich, daB es sich bei der wirksamen Substanz um 
Histamin handelt. Dazu ist der Ausfall der Diazoreaktion 
zu geringfiigig. Vergleicht man die schwache Rotfairbung, 
welche mit 4 mg Priparat D auftrat, mit derjenigen, welche 
von Histamin erzeugt wird, so entspricht sie héchstens 0,02 mg 
Histamin. Die physiologische Wirkung von 4 mg Priparat D 
ist aber mindestens 6 mal stiirker. Umgekehrt gibt diejenige 
Menge Histamin, die an Wirksamkeit 4 mg D entspricht, eine 
stark positive Diazoreaktion. Das Vorliegen von freiem Histamin 
wird schon durch den Gang der Darstellung ausgeschlossen. 
Es hiitte beim Versetzen der soda-alkalischen Ausziige der 
Ammonsulfat-Niederschlige mit Alkohol (Priparat B) in Lisung 
eehen, statt sich abscheiden miissen, und es wire durch die 
zahlreichen Dialysen, denen die Priiparate unterworfen wurden, 
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sicher quantitativ entfernt worden. Dazu spricht auch das 
Verschwinden der Wirkung beim Kochen gegen Histamin. 

Wenn so die Identitit mit diesem physiologisch héchst 
wirksamen Amin sehr unwahrscheinlich geworden ist, so bietet 
das chemische Verhalten keine Handhabe mehr, den wirk- 
samen Stoff in eine bestimmte Gruppe organischer Verbindungen 
einzureihen. Die Unfihigkeit, Pergamentmembrane zu durch- 
dringen und die Empfindlichkeit gegen erhéhte Temperatur 
sprechen fiir einen hochmolekularen, komplizierten Bau. Die 
Zugehérigkeit zur Klasse der EiweiBkérper und ihrer hoch- 
molekularen Abbauprodukte ist aber durch den negativen Aus- 
fall aller typischen EiweiBreaktionen ausgeschlossen. Von den 
bisher bekannten biogenen Aminen unterscheidet sich unser 
Stoff durch sein groBes Molekulargewicht, wie auch durch sein 
physiologisches Verhalten. Es ist sogar fraglich, ob wir die 
noch verbliebenen Reaktionen, Fallung mit Phosphorwolfram- 
siiure und Uranylacetat, welche immerhin auf Amine hin- 
welsen, der wirksamen Substanz selbst oder ihren Begleitstoffen 
zuzuschreiben haben. 

Die folgenden Daten einer Elementaranalyse von Priparat D 
charakterisieren daher nicht die wirksame Substanz selbst, 
als vielmehr den zurzeit erreichten Zustand ihrer Reinigung. 

3,702 mg Substanz gaben 0,863 mg = 23,2°/, Glihriickstand, woh! 
meist Al,O, und Phosphat, von der Adsorption herrithrend. 

2,839 mg aschefreie Substanz gaben 4,48 mg CO,, 2,07 mg H,0O. 


2,685 mg ‘“ - » 0,106 cem N (19°, 711 mm). 
4 4 Q ) tJ Ang 
Gef. C 43,0, L 82°, h43°%,. 


Der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft. die uns 


8) 


die Mittel zu dieser Untersuchung gewihrte, sind wir zu grobem 


Danke verpflichtet. 











Nachtrag zu der Arbeit,,Cholesterin als prostethische Gruppe 
im Serum-Globulin.“ 


Von 
N. Troensegaard und B. Koudahl. 


T 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Mai 1926.) 


4 


In unserer Abhandlung haben wir nachgewiesen, dab 
Acetylchlorid und Hssigsiiureanhydrid aus dem Serum-Globulin 
einen Kohlenwasserstoff C,,H,, abspalten kénnen, und wir 
haben die wohlbegriindete Vermutung ausgesprochen, dai der- 
selbe aus einem Cholesterinkomplex in dem Serum-Globulin 
stammt. Bei sorgfiltiger Nachpriifung hat es sich nun gezeigt, 
daB die zur Erzielung einer ordentlichen Ausbeute von diesem 
Kohlenwasserstoff notwendige Acetylierungstemperatur etwas 
zu niedrig angegeben wurde. 

Aus unserer ersten Mitteilung geht hervor, daB die aus 
dem Globulin gewonnenen Acetylbasen samt dem Kohlen- 
wasserstoif durch etwas varilerende Acetyherungsmethoden er- 
halten wurden, und zwar betraf die Variierung besonders die 
Temperatur. Im Suchen nach der besten Temperatur haben 
wir uns damals bestrebt, diejenige Temperatur zu finden, bei 
der die gréBie Ausbeute von schwefelkohlenstoffléslichen Basen 
erhalten wurden. 

Es hat sich nun inzwischen herausgestellt, daB sich der 
Kohleuwasserstoff aus dem Globulin nur dann in wesentlichen 
Mengen bildet, wenn man bei der Acetylierung mit Aceiyl- 
chlorid die Temperatur im Olbad allmihlich auf 135° steigert 
— nicht nur auf 115° wie die alte Vorschrift angab. Bei 
dieser Temperatur werden die Schwefelkohlenstoffbasen zu 
einem wesentlichen Teil zerstért. 
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Um die Miglichkeit des Auftretens von freien Cholesterin- 


estern auszuschlieSen, haben wir ein 2 mal acetyliertes Serum- 


Globulin bei der angegebenen T’emperatur acetyliert. Da 


dieses wihrend des vorhergehenden Arbeitsprozesses sehr stark 


mit Ather ausgewaschen worden war, war ein mégliches Vor- 
kommen von freiem Cholesterinester ausgeschlossen. 

Ks soll bemerkt werden, da sowohl ein 2 mal acetyliertes 
Serum-Albumin, wie ein 2 mal acetyliertes Globin bei Vornahme 
derselben starken Acetylierung eine, wenn auch nur geringe 
Menge des petrolitherléshchen Kohlenwasserstoffes gegeben 
haben. Wir glauben diesen Befund vorliufig einer Ver- 
unreinigung der beiden anderen Kiweibstotfe an Globulin zu- 
schreiben zu diirfen. 

Es ist in dieser Beziehung vielleicht von Interesse zu be- 
merken, daB W. Kiister kiirzlich die Vermutung ausgesprochen 
hat, daB im Himoglobin neben dem Hiimin in dem Globin- 
komplex auch ein Cholesterinkomplex vorhanden ist.’) 

Wahrscheinlich ist es zweckméBig auch bei der vor- 
geschlagenen Spaltungsmethode von Cholesterin mit Acetyl- 
chlorid und Essigsiiureanhydrid wiithrend des Spaltprozesses 
eine etwas héhere Temperatur anzuwenden. 


1) Diese Zs. Bd. 151, d6 (1926). 











Insulin und Co-Zymase. 
Von 


Karl Freudenberg und Wilhelm Dirscherl, 


(Aus den chemischen Instituten der Technischen Hochschule Karisruhe und der 
Universitit Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Mai 1926.) 


Die Frage nach dem Mechanismus der Insulinwirkung ist 
viel erdrtert worden. Eine entschiedene, auf Versuche ge- 
stiitzte Stellung nimmt A. Virtanen?) ein: nach ihm aktiviert 
Insulin ein co-zymasefreies Trockenpriparat eines typischen 
Milchsiiurebakteriums (bact. casei «); es wirkt mithin als Co- 
Zymase. Da A. Virtanen weiterhin feststellte, daB sich die 
Co-Zymasen in tierischen und pflanzlichen Zellen bei dem mit 
Zymophosphatbildung einsetzenden Kohlehydratabbau im all- 
gemeinen gegenseitig ersetzen kénnen, und andererseits die 
Co-Zymase der Miichsiiuregiirung Insulinwirkung zeigt, schien 
die Antwort gesichert zu sein, da{ Insulin und Co-Zymasen in 
engstem Zusammenhange stehen. Allerdings lag ein wichtiger, 
von A. Virtanen bestiitigter Widerspruch zu dieser Auffas- 
sung vor: H. vy. Euler und K.Myrback?) hatten schon vorher 
sefunden, da8& Insulin die co-zymasefreie Hefe nicht aktivieren 
kann. 

Eine zu Ubt ungszwecken unternommene Nacharbeit fiihrte 
uns alsbald zu einer Stellungnahme gegeniiber den Versuchen 
A.Virtanens mit dem Ergebnis, daB wir seine SchluBfolge- 
rungen ablehnen miissen.’) 


') A. Virtanen, Chem. Ber. Bd.58, S. 696 u. 2441 (1925); A. Vir- 
tanen u. K.Karstrém, Chem. Ber. Bd. 59, 8.45 (1926); vgl. Th. 
Brugsch, Dtsch. med. Woch. Bd. 50, S. 491 (1924). 

2) Chem. Ber. Bd. 57, 8. 1073 (1924). 

8) Zusatz bei der Korrektur: Unsere Befunde ergiinzen und 
bestiitigen die inzwischen erschienene Arbeit yon EK. Jorpes, H.y. Euler 
und R. Nilsson [diese Zs. Bd. 155, $8. 137 (1926)]. 
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Zur Anwendung kamen 7 Insulinsorten, meist Handels- | 
priparate, unter diesen auch das von A, Virtanen benutzte | 
Wellcome-insulin. Sie zeigten, auch in gréBeren Mengen an- 
gewendet, zumeist keine Aktivierung der co-zymasefreien Milch- 
siiurebakterien; gelegentlich trat eine schwache Wirkung auf, 
aber nur, wenn gréBere Dosen als von Virtanen zugesetzt 
wurden. Die Bedingungen waren bei unseren Versuchen nicht 
wesentlich verschieden von denen A. Virtanens. Es lag nahe 
anzunehmen, daf die von uns  beobachteten vereinzelten 
schwachen oder merklichen Wirkungen, sowie die von A. Vir- 
tanen festgestellte starke Aktivierung der extrahierten Bak- 
terien auf eine wechselnde Verunreinigung der betreffenden 
Insulinprobe mit Co-Zymase zuriickzufiihren seien. A. Virtanen 
hat selbst dargetan, dai Co-Zymase aus Muskeln ausgelaugte 
Milchsiurebakterien aktiviert; dai im Pankreas, dem Aus- 
gangsmaterial fiir die Insulingewinnung, Co-Zymase vorkommt, | 
darf aus den Befunden O.Meyerhofs geschlossen werden, der | 
sie in vielen Organen angetrofien hat. ‘T'atsiichlich erzielten 
wir eine starke Aktivierung co-zymasefreier Milchsiurebakterien 
mit dem rohen Pankreasextrakt, wie er bei der Insulinbereitung 
nach Shaffer’) zunichst anfillt. Als aber der Pankreas- 
extrakt weiter gereinigt wurde, verlor das nunmehr kriftige 
Insulinpriiparat die Co-Zymasewirkung. Wir vermuten deshalb, 
daB die von A. Virtanen beobachtete Aktivierung der extra- 
hierten Milchsiurebakterien durch Insulin auf eine Beimengung 
von Co-Zymase zuriickzufiihren ist, die durch geeignete Reini- 





cungsverfahren mehr oder weniger vollstindig abgetrennt werden 
kann. Die von uns verwendeten Handelspriparate sind im 
Winter 1925—-1926 bezogen worden, also zu einer Zeit, in 
der die technische Insulingewinnung bereits iiber hochentwickelte 
teinigungsverfahren verfiigte. 


A. Virtanen hat die Frage, ob seinem Wellcome-insulin 
Co-zymase beigemengt sei, selbst erértert. Er lehnt diese Aut- 


° 


fassung ab wegen der schon oben angefiihrten Tatsache, dab 





1) M. Somogyi, E. A. Doisy und P. A. Shaffer, Jl. Biol. Chem. 
Bd. 60, S. 31 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLVII. 


« 
i) | 











66 Karl Freudenberg und Wilhelm Dirscherl, 


ausgewaschene, also co-zymasefreie Trockenhefe von demselben 
Insulinpriiparat nicht aktiviert wird. Wir halten es fiir még- 
lich, daB diese auffillige Verschiedenheit auf sekundire Ur- 
sachen zuriickgefiihrt werden muB. Vielleicht ist das den 
Handelsinsulinen zugesetzte Desinfiziens (meist Trikresol) daran 
schuld. H.v. Euler und 8. Kullberg') erwahnen, daB Hefe- 
trockenpriparate durch Toluol stark geschwicht werden, wiih- 
rend aus A. Virtanens sowie unseren Versuchen hervorgeht, 
daB die verwendeten Priiparate von Milchsiurebakterien wider- 
standsfiihig sind. 

Solange das krystalline Insulin’) zu schwer zugiinglich 
ist, scheint es uns erforderlich, bei Versuchen der oben be- 
schriebenen Art stets verschiedene Priparate unter genauer 
Angabe der Herkunft zu verwenden. 

A. Virtanen und H.Karstrém haben gefunden, daB die 
co-zymasehaltigen Waschwiisser von Milchsiiturebakterien den 
Blutzucker der Kaninchen erhéhen. Da Insulin in Gegen- 
wart gewisser Salze gleichialls den Blutzucker zu erhéhen ver- 
mag, sehen sie darin eine Stiitze fiir die Auffassung, da die 
Wirkung der Co-Zymase und des Insulins gleichartig ist. Wir 
kénnen in dem Befund der finnischen Autoren keinen Beweis 
fiir diese Autffassung erblicken. In eigenen Versuchen beob- 
achteten wir bei Anwendung kleinerer Co-Zymasedosen in der 
eroBen Mehrzahl der Fille eine mehr oder weniger deutliche 
Senkung des Blutzuckers, die nicht von dem geringen Phos- 
phatgehalt herriihren kann. Steigert man die Extraktmenge, 
so scheint die Senkung allmihlich zu verschwinden und einer 
Erhéhung Platz zu machen, wie sie auch A. Virtanen und 
H. Karstrém, die offenbar mit starken Dosen arbeiteten, ge- 
funden haben. 


Irgendeinen Schlu8B auf den Zusammenhang von 
Co-Zymase und Insulin vermégen wir jedoch weder 
aus diesen, noch den zuvor geschilderten Versuchen 
zu ziehen. 


1) Diese Zs. Bd. 73, 8S. 91 (1911). 
*) J.J. Abel, Proc. national Acad. of Sciences 12, Nr. 2, 182. 
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Versuche. 
Allgemeines. 


Unsere Bakterien entstammten einer Reinkultur von bac- 
terium casei «, fiir deren freundliche Uberlassung wir Herrn 
Virtanen zu Dank verpflichtet sind. Aus verschiedenen Griin- 
den arbeiteten wir mit kleineren Ansiitzen als A. Virtanen 
und bedienten uns der Mikromethoden zur Zuckerbestimmung. 
Die fiir jede Versuchsreihe nétigen Bakterien wurden auf 5 bis 
15 Liter Molke in Erlenmeyerkolben zu 1 Liter geziichtet. Das 
Uberimpfen wurde im Impfschrank vorgenommen. Im iibrigen 
folgten wir der Vorschrift von A. Virtanen.}) Die Bakterien 
aus einer Versuchsreihe wurden vereinigt und viermal mit je 
40 Teilen Wasser bei 40° extrahiert. Die gewaschenen Bak- 
terien wurden nochmals kurz auf Ton getrocknet (Gewichts- 
verlust 20—30°/,). In die Versuchsgliser (Zentrifugengliser 
von 10ccem Inhalt) wurde zumeist ein Quantum eingewogen, 
das 100mg nicht gewaschener Bakterien entsprach. 

Die Mengen waren folgende: etwa 100 mg _ Bakterien, 
45—50 mg Glucose, 3ccm n- Phosphatlisung von p,, 6,7 (bei 
einigen Versuchen 2,3 n-Phosphatlésung von p,, 6,2). Bei diesem 
Mengenverhiltnis besteht Proportionalitit zwischen Zymase- 
menge und Girwirkung. Das Verhaltnis von Glucose zu Bak- 
terien entspricht etwa dem von A. Virtanen angewendeten. 
Aus technischen Griinden befand sich der Zucker in dreifacher 
Verdiinnung. Die Phosphatmenge war zum Zwecke stiirkerer 
Pufferung erhéht. Hemmung trat dabei noch nicht ein. Bei 
p,, 6,7 verlief die Girung besser als bei 6,2 und dauerte auch 
linger an. Unter 6,0 scheint sie rasch abzunehmen. 

Die Pufferlésung wurde aus NaH,PO, und Natronlauge 
hergestellt und die Glucose darin aufgelést. Je 3ccm wurden 
in die mit Bakterien beschickten Glaser abpipettiert. Dann 
wurde mit Toluol iiberschichtet und durchgeriihrt. Zu jeder 
Zuckerbestimmung wurde zentrifugiert, mit einer Capillare 
eine Probe der Lisung entnommen und auf ein an der Tor- 
sionswage hiingendes Bangsches Zuckerblittchen aufgetroptft. 


1) Diese Zs. Ed. 188, 136 (1924). 
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Durchschnittlich wurden 60 mg Lésung gewihlt, die gefundenen 
Werte sind also Gewichtsprozente. Die weitere Behandlung 
erfolgte nach dem Bangschen Verfahren mit dem Unterschiede, 
daB nicht 1ecm, sondern 3ccm Kupfersulfatlésung verwendet 
wurden. Leerversuche ergaben, daB das Verfahren geniigend 
genau ist. Der Zucker wurde dreimal durch je drei Entnahmen 
bestimmt, und zwar vor Versuchsbeginn (0 Stunden) und nach 
meist 20- und 40stiindigem Stehen im Brutschrank bei 42°. 
Die Bestimmung nach 40 Stunden diente zur Beurteilung des 
regelmaBigen Verlaufs der Girung. 

Zu jeder Versuchsreihe gehérten zwei Kontrollversuche; 
der eine diente zur Prifung der Aktivitiit der nicht gewaschenen 
Bakterien, der zweite zur Kontrolle der Unwirksamkeit der 
gewaschenen, co-zymasefreien Bakterien. 

Bei Zufiigung gréBerer Insulin- oder Extraktmengen wurden 
diese zuvor mit Ammoniak auf eine der Pufferlésung ent- 
sprechende Wasserstoffionenkonzentration gebracht. Im iibrigen 
wurde fast stets das p,, nach Zusammengeben aller Bestand- 
teile und auch oft wihrend des Versuchs gemessen. 


Nicht gewaschene Bakterien und Insulin. 


ond 


Je 3ccm n-Phosphat (p,, 6,7) etwa 45mg Glucose, Insu- 
lin Organon Nr. 380 (0,5mg = 1 Zweikilo-Kaninchen- Hinheit 
= 1 internationale Einheit). 


Tabelle 1. 





mg Insulin °/, Zucker nach 

Bakterien | Einheiten 0 | 20 | 40 60 Std. 
100 wes 1,37 | 0,88 — “| @b1 
sO. 4 1,36 0,86 — | 0,54 
100 _ 1,19 0,72 0,34 | 
100 13 1,31 0,84 045 | 
100 27 1,22 0,66 “a | - 














Demnach beeinfluBt Insulin die Girung nicht. 
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Gewaschene (co-zymasefreie) Bakterien und 
Co-Zymaseextrakt. 

Je lem 3n-Phosphatlésung (p,, 6,7), 45 mg Glucose; nach 
eventuellem Co -Zymasezusatz (gleichfalls auf 6,7 eingestellt) 
mit Wasser auf 3 com aufgefiillt. Der Co-Zymaseextrakt 
stammte von 1g Bakterien und war im Vakuum auf 15 ccm 


eingeengt. 
Tabelle 2. 





J 
0 22 44 Std. 














100 mg nicht extr. Bakt. 1,54 °/, | 0,64 °/, | 0,26 °/, 
100 ,, extr. Bakt. 1,59 1,55 1,62 
x: x e 0,5 cem Co-Zymase | 1,51 1,54 1,52 
W6. «< %  . : 152 11,44 1,15 
0. »« « 20 ., i” 1,56 11,35 | 0,92 
. « * 1,0 ,, 2 1,43 11,29 | 0,80 
ee 20 ,, x 1,57 1,11 0,69 


Man sieht, dab die Girung sowohl durch weiteren Zusatz 
von Co-Zymase wie von co-zymasefreien, gewaschenen Bak- 
terien gesteigert werden kann. Die Verhiiltnisse liegen dem- 
nach bei diesen Versuchen ebenso, wie sie H. v. Euler und 
K.Myrback!) bei der Hefe gefunden und mit Hilfe des Massen- 
gesetzes gedeutet haben. 


Co-zymasefreie Bakterien und Insulin. 

Die Ergebnisse sind in der Tab. 3 niedergelegt. Als Ein- 
heit ist angegeben die neue ,,internationale Einheit“, die der 
2 kg Kanincheneinheit entspricht. Das Priiparat Organon, 
sowie die Priiparate von Merck waren trocken. Organon 380 
(hollindisch) enthielt eine Kinheit in 0,5 mg; das Priparat ,,.Merck 
alt“ war ein Abfallprodukt, das pro Einheit 4 mg wog; Pri- 
parat ,.Merck® enthielt eine Kinheit in 1,5 mg. Die Priparate 
Allen, Tetewop, Bayer, Wellcome und Hochst waren 
Handelslésungen (Dezember 1925, Januar 1926). 

Versuch 1 der Tab. 3 zeigt bei Organon keine, bei den 
Merckschen Priiparaten eine kaum wahrnehmbare Co-Zymase- 


1) Diese Zs. Bd. 186, 107 (1924). 
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< Bakt| 
Z| Py 
mg | 
1 | 6,7 100 
6.7} 80 
6.7] 80 
6.71 80 
6.7 80 
6,7} 80 
6.7} 80 
6,7} 80 
6.7 80 
6,7] 80 
6,7] 80 
216,7} 100 
6.7} 100 
6.7 100 
6.7} 100 
g.2| 100 
6,2} 100 
3 | 6,2 120 
6,2} 120 
6.2) 120 
6,2} 120 
6,2 120 
446.2} 95 
6,2] 995 
6.9 95 
6,2 95 
6.2 95 
516.71 1380 
6.7 85 
6,7 85 
6,7 85 
6,7 | 85 
6,7| 85 
6.7 85 
6.7 85 
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handl. 


nicht 
extr. 
extr, 


nicht 
extr. 
extr. 


nicht 
extr. 
extr. 


nicht 
extr. 
extr. 


nicht 
extr. 
extr. 
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Zusatz 


°2 Einh. 
4 
6 


13 Einh. 
27 
13 


¢ | aod 
27 


2 Kinh. 


6 


0,3 Kinh. 
0,7 


5 Einh. 
10 

> 
10 

5 
10 


Organ. 
Merck 


Merek 


Organ. 


Organ. 


rgan, 


Allen 


Tabelle 3 


380 
380 
380 

alt 


380 
380 
380 
380 


380 
380 
380 


380 
380 
380 


Tetewop 


Bayer 





°/, Zucker nach Stunden 
0 | 20 | 40 


0,83 


1,36 1,24 
1,43 | 1,25 
1,34 1,22 
1,39 1,19 
1,32 1,29 
1,44 | 1,32 
1,44 | 1,27 
1,50 1,32 
1,43 | 1,26 
1,37 | 1,20 
1,30 0,84 
1,26 | 1,47 
1,29 1,36 
1,35 1,40 
1,51 | 1,53 
1,46 1,41 
1,36 1,22 
1,36 | 1,39 
1,36 | 1,36 
1,36 | 1,3¢ 
1,33 | 1,32 
1,62, 

1,43 | 

1,47 

1,39 

1,41 

1,48 | 0,74 
1,49 | 1,48 
1,30 | 1,33 
1,25 | 1,24 
1,31 | 1,26 
1,23 | 1,26 
1,35 | 1,37 





1,18 | 1,24 





| 


| 





| 


a0 


60 | 


0,51. 


0,90 
|| 
1,53 
1,49 
1,45 
1,49 
0,40 | 


1,72 
1,50 
1,40) 
1,54 | 
1,41 
1,53 | 
11,48 | 
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Tabelle 3 (Fortsetzung). 














lp, | Bakt ay ie °/, Zucker ae Stunden 
mg = 0 | 26) 40 50. 60 | 70 
616,7] 100 Inicht “ 11,51! 1,17 0,88 | 
extr. 
,6,7] 60 | extr. — 1,69 1,80 | 1,79 
6.7] 60 cs 2 Kinh. Wellcome {1,65 1,84 1,80 
6,7] 60; dD = 1,55 1,66 | 1,67 
16,7] 60 | a. | . | 1,36 | 1,57 1,43 | 
| : 14 | 34 
j 
716.2] 100 Inicht — 15.21 4,07 4,24 | 
€xtr. 
6,2] 100 | extr. — 5,43 | 4,92 5,00 | 
6,2] 100 a 1 Einh. Welleome {4,76 | 4,70 4,58 | 
6,21 100] ., - ‘4 4,67 | 4,41 | 4,26 | 
6,2] 100] .., a ” 3,75 | 3,96 | 4,15 | | 
6,2} 100 rt. Hochst | 4,88/4,95 4,65 
6,2} 100 a 7 4,62 | 4,69 4,55 
6,24 100 l5,, ‘A 3.99 4,02 4,10 














virkung. Wir halten es fiir wahrscheinlich, dab diesen ab- 
sichtlich gewiihlten, wenig konzentrierten Laboratoriumspriipa- 
raten Co-Zymase anhattete. Die Insulinmenge ist relativ gréber 
als bei Virtanen. 

In Versuch 2 zeigt sich die in den spiteren Versuchen 
Ofter auftretende, in Tab. 4 besonders behandelte Erscheinung, 
daB bei den Versuchen mit gewaschenen Bakterien hiutig eine 
Zunahme der reduzierenden Substanzen auftritt. Bei Insulin- 
zusatz hérte dieser leichte Anstieg zwar auf, aber von einem 
Abfall kann auch bei den hier angewendeten abnorm grofen 
Insulindosen nicht gesprochen werden. limmerhin scheint es, 
daB p,, 6,2 giinstiger wirkt als 6,7. 

Deshalb wurde der Versuch 3 bei p,,6.2 vorgenommen. Hier 
ist die Girungswirkung der Bakterien verzigert, Co - Zymase- 
wirkung ist nicht wahrnehmbar. Dasselbe gilt fiir den Ver- 
such 4, in dem auch kleinere Insulinmengen zur Anwendung 
kamen. 


Ebenso negativ ist Versuch 5, in dem deutlicher als in 
3 und 4 die Zunahme der reduzierenden Stoffe zutage tritt. 
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In Versuch 6 wird das von A. Virtanen verwendete 
Wellcome-insulin benutzt, aber wiederum ohne Ergebnis. 

Um dem Einwande zu begegnen, daB unsere Ergebnisse 
von den von A. Virtanen abweichenden Bedingungen her- 
riihren, stellten wir den Versuch 7 unter den vom ihm an- 
gegebenen Verhiiltnissen an. Dazu ist zwar die von uns an- 
gewendete Methodik wenig geeignet und die Zahlen schwanken 
deshalb stiirker als in den vorigen Versuchen. Dennoch zeigt 
sich auch hier deutlich dasselbe negative Ergebnis. 


Zunahme des Reduktionswertes der gewaschenen 
Bakterien. 

Leerversuche mit Bakterien in 3 ccm Wasser zeigen die 
Bildung reduzierender Substanz (Tab. 4). Ob dieser Betrag 
auf freiwerdenden Zucker oder auf irgendwelche anderen Be- 
eleitumstiinde zuriickgefiihrt werden muB, ist fiir unsere Ver- 
suche belanglos. 

Tabelle 4. 








extrahierte °/, Zucker nach 
Bakterien 7 
ng 0 26 | 47 Stunden 
30 0,06 | 0,27 0,23 
60 0,07 | 0,23 | 0,24 
80 0,07 0,25 | 0,28 





Ausgewaschene Bakterien und co-zymasehaltiges 
Rohinsulin. 

Nach der Vorschrift von Shaffer mit schwefelsiiure- 
haltigem Alkohol hergestellter Pankreasauszug wurde im 
Vakuum eingeengt und filtriert. Aus 1 kg Drise wurden 
60 ccm wiBriger Extrakt gewonnen, der fiir die Versuche mit 
»rohem Pankreasextrakt“ diente. Ein Teil wurde durch wieder- 
holte Fallung mit Ammonsulfat und isoelektrische Ausflockung 
auf reineres Insulin verarbeitet (,,gereinigtes Insulin* der Tab. 5). 
0,2 ccm der Lisung entsprach ungefihr einer 2 kg Kaninchen- 
einheit. Die Liésung wurde vor der Verwendung auf p, 6,7 
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Vabelle 5. 


erforderliche Menge an Co-Zymase enthalten ist. 
Bakterien 


eine 


1 
' 


me 


io 


Das Volumen der mit Zucker usw. versetzten Ver- 


0,1 com rohem Pankreasextrakt die zur maximalen Wirkung 
nach 


rend die Proben mit Insulin gleich zu giiren begonnen hatten, 
der 
extrakt mOglicherweise den ganzen Zymasekomplex enthalte. 


rohe Pankreas- 








| Bak- 
> | py | terien 
| mg 
1 | 6,7 120 
6,7 TO 
6,7 70 
6,7 TO 
6,7 70 
6,7 TO 
2 1 6,7 ~ 
6,7 — 
3 | 6,7 100 
6,7 60 
6,7 60 
6,7 60 
4 | 6,7 100 
6,7 100 
6,7 100 
6,7 100 
6,7 200 
6,7 100 
6,7 100 
‘7 100 
6,7 100 











Behand- 
lung 


nicht extr. 
extrahiert 


99 


nicht extr. 


extrahiert 
9 


9 


nicht extr. 


extrahiert 


7 


Zusatz 


0,1 cem roher 
Pankreasextrakt 
0,2 cem 

O.5 


7 


1,0 


200 mg Ammonsulfat 
2 Kinh. gekocht 
Welleome-Insulin 


ee we ee 


0,1 eem roher 
Pankreasextrakt 
0,5 cem 

0,5 
0,02cem gerein. Insulin 
0,1 cem 
0.5 
1,0 











°/, Zucker nach 


20 


0,83 
i,48 
1,15 


1,20 
1,14 
1,24 


40 


0,47 
1,05 


0,67 


0,60 
0.64 
O.80 


1,68 
1,31 
0,52 
1,7 

1,60 
1,74 


| 60 Stdn. 


0,40 
1,70 
0,87 


0,80 
0,56 
1,68 
1,72 
1,83 . 
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DaB dies nicht zutrifit zeigt der Leerversuch 2 der gleichen 
Tabelle, der genau wie der vorhergehende, aber ohne Bakterien 
angesetzt wurde. 

Weiterhin wurde festgestellt (Versuch 3, Tab. 5), dab 
Ammonsulfat, das im abgestumpften Extrakt enthalten ist, auf 
die gewaschenen Bakterien keine Wirkung ausiibt. Auch ein 
Versuch verlief negativ, der mit Insulin angestellt wurde, das 
abgekocht war, um méglicherweise vorhandene Hemmungs- 
kérper?) zu zerstéren. 


Ausgewaschene Bakterien und gereinigtes Insulin. 
Kin letzter Versuch (4 der Tab. 5) wurde mit ,,gereinigtem 
Insulin“ angestellt. Zur Kontrolle wurde zugleich ,,roher Pan- 
kreasextrakt“ verwendet. Dieser ist wieder deutlich co-zymatisch 
wirksam, das gereinigte Insulin dagegen nicht, obwohl es am 
Kaninchen kriftige Insulinwirkung zeigte. Die verstarkte Wir- 
kung bei dem Versuch mit 200 mg Bakterien zeigt wieder die 
(seltung des Massengesetzes wie im Versuch der Tab. 2. 


Prifung der Co-Zymase auf Insulinwirkung. 

Da aus den Angaben von A. Virtanen und H. Karstrém 
nicht hervorgeht, ob sie eine sehr groBe Menge Co-Zymase- 
extrakt, niimlich die aus 5g Bakterien hergestellte in einer 
Kinspritzung verwendet haben oder ob sie Teile dieses Extraktes 
benutzt haben, schien es uns zweckmifig, unseren Versuchen 
einen gréBeren Spielraum zu geben und insbesondere geringere 
Dosen zu untersuchen (Tab. 6). 

Bei kleinen Dosen li&t sich eine geringe, aber durchaus 
unsichere Senkung des Blutzuckers wahrnehmen, wihrend 
sréBere Dosen, wie auch A. Virtanen und H. Karstrém 
fanden, zu einer geringen Erhéhung des Blutzuckers zu fiihren 
scheinen. Irgendwelche Schliisse lassen sich aus diesen Hr- 
gebnissen nicht ziehen. Daran wird sich auch nichts indern, 
wenn es gelingen sollte, aus dem Bakterienextrakt durch sorg- 
filtige Reinigung eine insulinartige Substanz abzuscheiden. 


') O. Meyerhof, Diese Zs. Bd. 102, 8. 1 (1918). 


Insulin und Co-Zymase. 
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Kanin- 
chen 


Nr. 


15 
16 


18 
19 
20 


91 





Menge der Bak- 

terien, deren 

Extrakt einge- 

spritzt wurde, 
in mg 


Anfangs- 
blutzueker 


0,76 
0,95 


0,97 


0,82 
0,88 
0,76 
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°/y9-Dlutzucker nach 


2 Stunden 


0,4 
0,61 


ro 
O,o2 


1,05 
0,69 


1.08 


0.66 


€ 
« 


3 Stunden 


0.94 
0,70 
0,71 
1,23 
0.89 
1,12 
0,99 
0,88 
0,96 
0,82 
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Uber den Aufbau des Histons der Thymusdriise. 
Il. Mitteilung. 


Sein Sauren- und Basenbindungsvermégen. 


Von 
K. Felix und A. Harteneck. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Laboratorium der II. Medizinischen Klinik Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Mai 1926.) 


Das Siéiuren- und Basenbindungsvermégen eines Eiweib- 
kérpers gibt uns AufschluB iiber die Zahl seiner freien, reak- 
tionsfaihigen basischen und sauren Gruppen. 

Als basische Gruppen kommen neben den freien Amino- 
gruppen die Guanidingruppen des Arginins und der freie 
Imidazolring des MHistidins in erster Linie in Betracht; 
moéglicherweise auch die Siiureamidgruppen der Peptid- 
bindungen.?) Die freien Aminogruppen kénnen wir mit ver- 
schiedenen Methoden direkt bestimmen. Die maximal vor- 
handenen Guanidingruppen lassen sich aus dem Gehalt des 
Kiweibkérpers an Arginin erschlieBen, ebenso ergeben sich die 
freien Imidazolringe aus dem Gehalt an Histidin. Auch die 
Methylierung gibt uns Anhaltspunkte fiir die Zahl der freien 
Guanidingruppen. Ihr Verhalten ist gerade beim Histon von 
besonderem Interesse, da auf Grund von Methylerungsversuchen”) 
vermutet wurde, daB nicht alle Guanidingruppen frei sind, 
sondern ein Teil mit in die Bindung einbezogen ist. 

Das Basenbindungsvermégen eines EKiwei8kérpers beruht 
nicht nur auf seinen freien Carboxylgruppen, sondern sehr 


1) Robertson, Australian J. of exp. biol. u. med. science Bd. 1, 
S. 31 (1924). 
*) Diese Zs. Bd. 146, S. 103 (1925). 
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wahrscheinlich auch auf der freien phenolischen Hydroxyl- 
gruppe des Tyrosins.') Die sauren Gruppen lassen sich nicht 
direkt bestimmen, auch die Bausteinanalyse der EiweiBkorper 
gibt dariitber keinen quantitativen AufschluB. Nach Thier- 
felder?) sind die zweiten Carboxylgruppen der Aminodicarbon- 
siuren in Siiureamidgruppen tbergefihrt. Greenberg?) hat 
allerdings gezeigt, dai der Ammoniakstickstoff nicht bei allen 
Hiweibkérpern ausreicht, die zweite Carboxylgruppe der Di- 
carbonsiuren zu amidieren. Auferdem ist damit zu rechnen, 
daB auch Carboxylgruppen einfacher Aminosiiuren frei sind. 
Die alkoholische Titration nach R. Willstitter und EK. Wald- 
schmidt-Leitz*) erfaBt sie nicht vollkommen. Es werden 
mit ihr nur die Siureiiquivalente titriert, die bei der Zuriick- 
driingung der Dissoziation der Aminogruppen durch den Alkohol 
frei werden. Die Dissoziation der freien Guanidingruppen 
wird durch den Alkohol nicht wesentlich geindert. Ks bleibt 
somit fiir die Bestimmung der sauren Gruppen nur die elektro- 
metrische ‘Titration. 

Zur Ermittlung des Siuren- und Basenbindungsvermégens 
haben wir das Verfahren gewihlt, welches J. Loeb®) und 
David, I. Hitchcock®) in ihren Arbeiten beschrieben haben. 
Sein Prinzip ist folgendes. Es wird die Wasserstoffionen- 
konzentration von Lésungen isoelektrischen Proteins in Saiuren 
und Laugen wechselnder Konzentration gemessen — d. h. 
in der Volumeinheit enthalten diese Lésungen immer die 
gleiche Menge Protein, aber verschiedene Mengen Siiure oder 
Lauge — und verglichen mit reinen Liésungen von Siiure 
oder Lauge gleicher Wasserstoffionenkonzentration. Die Dif- 
ferenz in dem Gehalt an Siure bzw. Lauge zwischen der 


Veer 
‘ 


Mischung Protein + Siure oder Lauge und der reinen Lésungen 

1’ Greenberg, Proe. of the soc. f. exp. biol. a. med. Bd. 21, S. 
(1924). 

2) H. Thierfelder u. E.von Cramm, Diese Zs. Bd. 105, 8.58 
(1918). 

5) A. a. O. 

4) Chem. Ber. Bd. 54, S. 2, 2988 (1921). 

’ J. Loeb, Die EiweiBkorper, Berlin 1924. 

6) Jl. of Physiol. Bd. 4, 8. 597 (1922); Bd. 4, S. 733 (1922). 
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derselben ergibt dann die von dem Protein gebundene Menge 
Siure oder Lauge. 





Wir fiihrten die Messungen mit zwei verschiedenen Histon- 
priparaten aus. Das eine, dessen Darstellung im experimen- 
tellen Teil beschrieben ist, war fast vollkommen isoelektrisch 
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und enthielt nur ganz minimale Spuren von Schwefelsiiure ge- 
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bunden. Das andere war durch Fiillung mit Ammoniak ab- 
solut frei von Schwefelsiiure erhalten worden. 

Der isoelektrische Punkt lhegt ziemlich weit im alkalischen 
Bereich bei p,, = 8,51, was nach dem grogen Gehalt an basi- 
schen Gruppen auch zu erwarten ist, deren Dissoziation nur 
durch eine erhebliche Konzentration von Hydroxylionen zurtick- 
gedriingt werden kann. 
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Kine 1°/,ige Liésung des sogenannten isoelektrischen 
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Praparates hatte ein p,, von 
8,33 und eie gleiche Lésung 
des mit Ammoniak gefillten 
ein solches von 8,56. Wir 
haben fiir beide Priparate 
bei der Titration anniithernd 
sleiche Werte erhalten. Es 
ist anzunehmen, daB durch 
Ammoniak das Histon iso- 
elektrisch gefiillt wird. Die 
beiden Kurven geben das 
Mreebnis der ‘Titrationen 
wieder. 

Berechnet man, wieviel 
Millimol Schwetelsiure bei 
den verschiedenen Wasser- 
stoffionenkonzentrationen von 
| « Histon gebunden werden, 


he } - ee 
so findet man, daB diese Menge 
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pen!) und 0,6 freie Imidazolringe.!) Man wiirde danach er- 
warten, daB etwa 23 Aquivalente Schwefelsiiure von 100 Atomen 
Histonstickstoff gebunden werden. Die Differenz zwischen der 
erwarteten Siurebindungsfiihigkeit und der bei der Titration 
gefundenen ist nur so zu erkliren, dab das Histon selbst freie 
saure Gruppen enthilt und diese sich an der Neutralisation 
der basischen beteiligen. 

Dieser Erwartung entsprechen die Ergebnisse der Titration 
mit Natronlauge. 1 ¢ Histon kann maximal 1,49 Muillimol 
Natriumhydroxyd binden. Fiir die bindung von Basen betriigt 
somit das Aquivalentgewicht 670. Auf 100 Atome Stickstoff 
kommen bei vollstiindiger Neutralisation 11,5 Aquivalente 
Natriumhydroxyd, d. h. das Histon enthilt anf 100 Atome Stick- 
stoff 11,5 freie saure Gruppen. Das Verhiltnis der freien 
Aminogruppen zu ihnen ist annihernd wie 4:3. Bei der 
Titration mit Saure beteiligen sich an der Neutralisation der 
basischen Gruppen 8,3 Aquivalente Schwefelsiiure und 11,5 
saure Gruppen aus dem Histon, zusammen also 20 Siure- 
iquivalente. Von den 23 basischen Gruppen sind nur 20 
neutralisierbar; drei (Guanidingruppen?) scheinen der Siiure 
nicht zugiinglich zu sein. Nach den neutralisierbaren Gruppen 
erniedrigt sich das Aquivalentgewicht des Histons auf 405. 

Zur Bindung der Natronlauge dienen, wie bereits erwihnt, 
Carboxylgruppen und die Hydroxylgruppe des Tyrosins. Nun 
gibt das Histon bei der Hydrolyse 3—4°/, seines Gesamtstick- 
stoffes als Ammoniak ab, eine Menge, die leicht ausreicht, die 
zweiten Carboxylgruppen der Dicarbonsiiuren, die an sich nur 
in geringer Menge im Histon vorhanden sind, zu amidieren. 
Asparaginsiiure wurde nur in Spuren nachgewiesen, der Gehalt 
an Glutaminsiure betrigt 1,90°/, vom Gesamtstickstoff, der 
des Tyrosins 2,67.2) Von den 11,5 sauren Gruppen kénnen 
etwa drei vom T'yrosin bestritten werden, die iibrigen miissen von 
Monoaminosiiuren stammen. 


Interessant ist ein Vergleich der alkoholischen Titration 


1) A. Kossel u. F. Kutscher, Diese Zs. Bd. 31, 8.1388 (1900): 
F. Kutscher, Bd. 38, S. 132 (1908). 
*) F. Kutscher, Diese Zs. Bd. 38, 8S. 132 (1903). 
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mit der elektrometrischen. Bei jener findet man ohne vor- 
herige Neutralisation der Histonlésung 8,75 saure Gruppen 
gegeniiber den 11,5, welche die elektrometrische Titration an- 
zeigt. Rund drei saure Gruppen werden durch _basische 
Gruppen des Histons, aller Wahrscheinlichkeit nach Guanidin- 
gruppen, neutralisiert. Man wiirde erwartet haben, daB mehr, 
etwa sechs saure Gruppen von den Guanidinen neutralisiert 
und alkoholisch weniger nachgewiesen wiirden. Wir stoBen 
auch hier wieder auf dieselbe Differenz von drei basischen 
Gruppen, die nicht zu erfassen sind. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung des Histons. 

Wir haben die Darstellung!) etwas abgeiindert. Die 
Thymusdriise wird vom anhaftenden Gewebe frei pripariert 
und in der Hackmaschine zerkleinert. Der Brei wird in einem 
Pulverglas mit der zweieinhalbfachen Menge destillierten 
Wassers iiberschiittet, 1} Stunde lang zur vollstindigen Durch- 
mischung geschiittelt und dann iiber Nacht im Eisschrank 
stehen gelassen. Die fast homogene, gallertige Masse koliert 
man durch eine doppelte Lage von Verbandmull oder ein 
Kiichensieb. Kngermaschige Gewebe zu verwenden hat keinen 
Zweck. Aus dem Kolat fallt man das Nucleohiston durch 
Zusatz einiger Kubikzentimeter verdiinnter Essigsiure; fiir eine 
Portion von 800 g Driisensubstanz, auf welches Quantum sich 
auch die folgenden Zahlenangaben bezichen, braucht man etwa 
10—15 ccm. Den geniigenden Zusatz erkennt man daran, dab 
die graurosa Farbe ins Perlgraue iibergeht. Man _ filtriert 
durch mehrere Faltenfilter gleichzeitig. Das Filtrat soll voll- 
kommen klar und nur leicht gelblich gefirbt sein; es enthilt 
unter anderm ein basisches Pepton.”) Man priift mit etwas 
Kssigsiiure, ob das Nucleohiston vollstandig ausgefillt ist. 

Die Kolierriickstinde werden noch zweimal mit je 500 ccm 
Wasser extrahiert und 1 Stunde damit geschiittelt. Zum Aus- 





1) Diese Zs. Bd. 146, 8. 103 (1925), 
*) Diese Zs. Bd. 120, 8. 91 (1922). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLVII. 6 
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fillen des Nucleohistons geniigt weniger Essigsiiure, sonst ist 
die Behandlung die gleiche wie bei der ersten Extraktion. 
Das Nucleohiston wird in wenig Wasser aufgenommen, zu 
einem Brei durchgeschiittelt und dieser durch weiteren Wasser- 
zusatz (1—1,5 Liter) diinnfliissig gemacht. Nun gibt man ver- 
diinnte Natronlauge (etwa 5 ccm) bis zur neutralen bzw. 
schwach alkalischen Reaktion zu; dabei geht die Farbe der 
Masse ins Graurosa zuriick. Das Nucleohiston list sich dabei 
teilweise wieder. Man schiittelt noch 1 Stunde weiter und 
setzt dann zur Abtrennung der Nucleinsiure vom Histon aut 
1 Liter Fliissigkeit 10 ccm konz. Schwefelsiiure zu, die vorher 
mit dem gleichen Volumen Wasser zu verdiinnen sind, und 
filtriert auf Faltenfiltern von der ausgefallenen Nucleinsiure 
ab. Das Filtrat ist leicht opalescierend. Ist es klar, so ent- 
hilt es kaum Histon; es ist zu wenig Schwefelsiiure zu- 
gesetzt worden. Beim Fallen der Nucleinsiure muf die Re- 
aktion deutlich kongosauer sein. Die Filterriickstiinde werden 
noch zweimal mit je 500 ccm Wasser, die 5 ccm konz. 
Schwefelsiiure enthalten, ausgeschiittelt. Aus den vereinigten 
Filtraten fallt man das Histon durch die dreifache Menge 
96°/, Alkohols und laBt absitzen. Die iiberstehende Fliissig- 
keit wird abgehebert und der Rest durch Faltenfilter filtriert 
oder zentrifugiert. Sowie der Alkohol vom Filter abgelaufen 
ist, wird das Histon in warmem Wasser gelést, rasch filtriert 
und wieder gefallt. Wartet man linger, so bekommt man das 
Histon schwer in Liésung und kann es schlecht filtrieren. Die 
Umfillung ist dreimal auszufiihren. Nach der letzten Fillung 
wird das Histon mit Alkohol und Ather getrocknet. Man er- 
hilt dann ein ganz weifes, staubendes Pulver. Die Ausbeute 


betriigt aus 1 Kilo Drisensubstanz 25—30 g Histonsulfat. 


Freies Histon. 


Viir die Messung des Siuren- und Basenbindungsvermégens 
muB das Histon frei von gebundenen Siiuren und Basen sein. 
Wir haben zuniichst versucht, aus dem Histonsulfat die 
Schwefelsiure mit Baryt quantitativ zu entfernen, hatten aber 
Schwierigkeiten, das freie Histon vom Bariumsulfatniederschlag 
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abzutrennen. Es fillt mit aus, sobald die Schwefelsiiure mit 
Baryt abgesiittigt ist. Durch iiberschiissigen Baryt geht es 
teilweise wieder in Lésung und bleibt gelést, solange noch 
nicht alle Schwefelsiiure in das Bariumsalz iibergefiihrt ist. 
Dies Verhalten deutet schon darauf hin, daB das freie Histon 
schwerer léslich ist, als das mit Basen oder Siuren verbun- 
dene. Wir haben den Bariumsulfatniederschlag vorsichtig mit 
Wasser extrahiert und so eine Lésung von Histon erhalten, 
die frei von Schwefelsiiture und Barium war. Es gelang aber 
nicht, auf diesem Wege gréSere Mengen freien Histons fiir die 
Messungen zu bekommen. 

Wir unternahmen es daher, iiber den isoelektrischen Zu- 
stand das Histon frei von der Schwefelsiure zu erhalten. 
Den isoelektrischen Punkt bestimmten wir auf die bekannte 
Weise, indem wir Phosphatpuffer verschiedener Wasserstoft- 
ionenkonzentrationen mit einer 1,5°/,igen Lisung durch Baryt 
von der Schwefelsiiure befreiten Histons mischten und die 
durch den Histonzusatz bedingte Anderung des Py maBen. 
Der isoelektrische Punkt legt bei dem p 


, des Puffers, bei 
dem der Histonzusatz die kleinste Anderung des p,, bewirkt; 
das ist nach der folgenden T'abelle bei p, = 8,51 der Fall. 
Kiir die Messungen wurden 4,5 com 0,066 m Pufferlésung mit 
2 ccm Histonlésung gemischt. 





Py des | py der Mischung Differenz 

Puffers Puffer + Histon 
7,97 8,38 + 0,41 
8,27 8,51 + 0,24 
8,46 8,54 + 0,08 
8,51 8,52 + 0,01 
8,66 8,59 — 0,07 
9,02 8,57 — 0,45 








Von 8 Proben einer 2°/,igen Histonlésung, die durch Zu- 
satz von Natronlauge auf die p,-Werte 7,71, 8,41 und 8,56 
gebracht worden waren, zeigte die letzte die gréBte Menge 
Niederschlag. 

Zur Ubertfiihrung in den isoelektrischen Zustand wurde 


6 * 
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das Histonsulfat in einem bestimmten Volumen Wasser geldst, 
ein aliquoter Teil mit 0,1 n-Natronlauge gegen Kresolrot unter 
Benutzung des Doppelkeilcolorimeters nach Bjerrum und 
Arrhenius?) auf das p,, des isoelektrischen Punktes gebracht 
und dann zu der Hauptmenge die danach berechnete Menge 
n-Natronlauge zugegeben. Es trat sofort eine intensive 
Triibung ein. Die Abscheidung wurde beférdert durch Zu- 
gabe des gleichen Volums 85°/, Alkohols. Das Histon setzte 
sich rasch in kérniger Form ab und lieB sich ohne Schwierig- 
keit, zum Unterschied von Histonsulfat, auf der Nutsche ab- 
saugen. Ks wurde noch zweimal auf diese Weise ausgefallt, 
mit Alkohol und Ather entwiissert und im Hochvakuum bei 
Zimmertemperatur iiber Chlorcalcium und Phosphorpentoxyd 
zur (Gewichtskonstanz getrocknet. Das Priparat war ein 
schneeweifes Pulver, enthielt nur geringe Spuren von Schwefel- , 
siure, gré8tenteils wohl in Form von Natriumsulfat. Der 
Aschegehalt betrug 0,9°/,, der Stickstoffgehalt nach Kjeldahl 
17,46°/,, bezogen auf das aschefreie Histon. 16,3°/, des Stick- 
stoffs waren freier Aminostickstoff. Kine etwa 1°/,ige Liésung 
hatte ein p,, = 8,33. 

Man kann auch auf andere Weise das Histonsulfat frei 
von Schwefelsiure erhalten, nimlich durch Fillung mit Ammo- 
niak, eine Reaktion, die nach Kossel fiir die Histone charak- 
teristisch ist. Gegen dieses Verfahren lassen sich gewisse Be- 
denken erheben insofern, als durch das Ammoniak die Histone 
verindert, denaturiert, werden. Die Gefahr liBt sich umgehen, 
indem man wenig Ammoniak benutzt und sofort nach dessen 
Zusatz Alkohol zugibt. Dann fallt das Histon frei von 
Schwefelsiure und auch frei von Ammoniak aus. Zur weiteren 
Reinigung wird es noch zweimal aus Wasser mit Alkohol um- 
gefillt. Sollte die Schwefelsiiure durch die erste Fallung mit 
Ammoniak nicht vollkommen entfernt sein, so ist die Ammo- 
niakfillung noch einmal zu wiederholen. Ein auf diese Weise 
dargestelltes und im Hochvakuum bei Zimmertemperatur ge- 
trocknetes Priiparat enthielt 1,2°/, Asche und 17,5°/, Stick- 










































) Hergestellt von der Firma F. und M. Lautenschliger, Miinchen. 
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stoff, bezogen auf das aschefreie Priparat. Kine 1,3°/,ige 
Lésung hatte eine Wasserstoffionenkonzentration von p,, = 8,96, 
die also fast genau der des isoelektrischen Zustands ent- 
spricht. Wir haben mit beiden Priparaten die Titrationen 
ausgetfithrt. 


Titration des Histons mit Schwefelsaure. 


Fiir die Titrationen haben wir 1—2°/,ige Lisungen des 


0 
Histons verwendet. 25 ccm dieser Lisungen wurden in einem 
Me8kolben von 50 ccm mit 25 ccm verschieden konzentrierter 
Schwefelsiiure versetzt. Das destillierte Wasser, das wir fiir 
die Lésungen benutzten, war ein zweites Mal iiber Permanganat 
und Kaliumhydroxyd destilliert worden und wurde in parait- 
nierten GefiBen aufbewahrt. Fir die Bereitung der Schwefel- 
siurekonzentrationen gingen wir von einer genau eingestellten 
0,1 n-Schwefelsiure aus. Die jeweiligen Verdiinnungen wurden 
aut Millimolkonzentrationen pro Liter umgerechnet. Von jeder 
einzelnen Mischung wurde das p,, elektrometrisch mit der Gas- 
kette (Apparatur nach Liiers, hergestellt von der Firma F’. und 
M. Lautenschliger, Miinchen) gemessen. Die Zahlen in den 
nachfolgenden ‘T'abellen sind das Mittel aus mindestens zwei 
oder mehr Messungen, wenn die Differenz gréBer war als 
0,02 pr: 

AuBerdem haben wir das p,, von verschieden konzen- 
trierten Schwefelsiiuren gemessen und die Werte auf eine 
iXurve in moglichst groBem MaBstab eingetragen, die gestattete, 
mit hinreichender Genauigkeit auch zwischen den einzelnen 
Messungen hegende Werte abzulesen. Die Konzentrationen 
wurden wieder in Millimol pro Liter ausgedriickt. 

Die Differenz zwischen den Konzentrationen der Schwefel- 
siure in der Mischung Histon plus Schwetelsiiure und der 
Schwefelsiure von gleichem p,, allein gibt dann ohne weiteres 
die von dem Histon gebundene Schwefelsiiure, die wir dann 


noch auf die von 1g Histon gebundene Menge umrechneten. 

Von p,, = 3,17 bzw. 3,00 an bleiben die von 1 g Histon 
gebundenen Millimol Schwefelsiure anniihernd konstant. Beim 
isoelektrischen Histon liegen die Werte etwas niedriger, weil 
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es noch Spuren von Schwefelsiiture enthalt, die einen, wenn 
auch sehr kleinen Teil seiner basischen Gruppen binden. Im 
Mittel werden von 1 g Histon 0,54 Millimol, d. h. 1,08 Milh- 




























Titration von Wasser mit Schwefelsiure. 








Millimol pro Liter Pn Millimol pro Liter Pr 
0,05 4,11 3,20 2,25 
0,10 3,84 5,00 2,08 
0,20 3,46 6,40 1,99 
0,40 3,14 12,80 1,71 
0,80 2.81 25,75 1,40 
1,60 2.53 50,00 | 1,20 





iquivalentgewichte gebunden. Daraus berechnet sich ein Aqui- 
valentgewicht des Histons fiir die Bindung mit Siiuren von 
rund 930. Fiir den Vergleich dieser Zahl mit den freien 


Titration des isoelektrischen Histons 
mit Schwefelsiure. 


25 eem der Histon enthielten 0,451 g¢ Histon. 





Konzentration Konzentration vom ie Bites 
der H,SO, in der Pu reiner H,SO, 
Mischung der Mischung | Von gleichem py v eel | 
Millimol pro Liter Millimol pro Liter Millimol H,80, 
0 8,33 
0,5 ayhd 
1,0 6,38 
2.5 4,12 0,05 0,292 
3,0 3,64 0,15 0,339 
4.0 3.17 0,37 0,432 
5,0 2.88 0,70 0,512 
10,0 2.00 6,20 0,452 
20,0 1,57 17,00 0,356 











basischen Gruppen beziehen wir das Siurebindungsvermigen 
auf 100 Atome Histonstickstoff. Aus dem mittleren Gehalt 
an Stickstoff der beiden Histonpriparate ergibt sich, daB die 
1,08 Milliiquivalente von 179 mg Stickstoff bzw. 13 Atomen 
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Stickstoff gebunden werden. 100 Atome Stickstoff binden dann 
8.3 Aquivalente Schwefelsiure. Die Saiure wird von den freien 
Aminogruppen, Guanidingruppen und dem Imidazolring des 
Histidins gebunden. Nach der Analyse von A. Kossel und 


Titration des durch Ammoniak und Alkohol 
gefiliten Histons mit Schwefelsiure. 


25 cem der Histonlésung enthielten 0,394 g Histon. 








Konzentration Konzentration von 1g Histon 
der H,SO, in der Pr reiner 
Mischung der Mischung H,SO, gleichen py, . amend . 
Millimol pro Liter Millimol pro Liter | Millimol H,S0, 
0 8,56 
0.5 1,02 
1,0 6.95 
2.5 4,92 
5,0 3.00 0,55 0,565 
10,0 2.08 4,90 0,646 
25,0 1,51 20,0 0,636 











F. Kutscher!') entfallen auf das Arginin 25,2°/,, die 6,3 Guani- 
dingruppen entsprechen und 1,8°/, auf den Histidinstickstoff, 
die 0,6 freie Imidazolringe haben. Der freie Aminostickstoff 
betrug bei unsern Priparaten 16,3°/, vom Gesamtstickstoff. 
Auf 100 Atome Histonstickstoff kommen also 23,2 basische 
(sruppen, von denen nur 8,3 mit der elektrometrischen Titra- 


tion nachzuweisen sind. 


Titration des Histons mit Natronlauge. 

Sie wurde in der gleichen Weise ausgefiihrt, wie bereits 
bei der Titration mit Schwefelsiure beschrieben ist. 

Wegen der leichten Verunreinigung des isoelektrischen 
Histons mit Schwefelsiure bindet dieses etwas mehr Natron- 
lauge. Die Messungen sind hier nicht so gleichmiBig aus- 
gefallen wie bei der Titration mit Siure, was wohl darauf 
zuriickzufiihren ist, daB ein Teil des Histons durch die alka- 





1) Diese Zs. Bd. 31, S. 188 (1900). 




















88 


K. Felix und A. Harteneck, 








lische Reaktion ausfilit. Zwischen p,, = 12,17 bzw. 11,47 und 
12,54 sind die gebundenen Millimol Natronlauge doch an- 
nihernd konstant, im Mittel 1,49. Fiir die Bindung mit Laugen 









Titration von Wasser mit Natronlauge. 





Millimol pro Liter Pr Millimol pro Liter Pr 
0,2 9,42 6,4 11,78 
0,4 9,73 10,0 12,00 
0,8 10,55 20,0 12,33 
1,6 11,05 50,0 12,67 
32 11,46 100,0 12,93 
































betriigt das Aquivalentgewicht des Histons rund 670. Auf 
Stickstoff bezogen ergibt sich, daB die 1,49 Millimol Natron- 
lauge von 179 mg oder 13 Atomen Stickstoff gebunden werden, 
somit auf 100 Atome Histonstickstoff 11,5 saure Gruppen im 





Titration des isoelektrischen Histons 
mit Natronlauge. 
25 eem der Histonlésung enthielten 0,481 g Histon. 





Konzentration Konzentration 


der NaOH in der 
Mischung 
Millimol pro Liter 


f von 1g Histon 
reiner 


NaOH gleichen py, 


Pu 


der Mischung 


gebund. 
Millimol NaOH 





Millimol pro Liter 











0 8,35 

0,5 8,44 

1,0 8,75 

2,0 9,09 

4,0 9,54 0,25 0,390 

8,0 10,10 0,5 0,779 
16,0 11,47 3,4 1,320 
32,0 12,17 14,6 1,840 
50,0 12,45 29,6 2,120 


Histon sich titrieren lassen. Wieviel saure Gruppen wirklich 
im Histon frei sind, laBt sich aus der Bausteinanalyse nicht 
ermitteln. Wie bereits im allgemeinen Teil erwihnt wurde, 
kommen die Dicarbonsiiuren nicht so sehr in Betracht wie das 
Tyrosin und freie Carboxylgruppen einfacher Aminosiiuren. 
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Titration des durch Ammoniak und Alkohol 
gefallten Histons mit Natronlauge. 


25 ecm der Histonlésung enthalten 0,510 g Histon. 














Konzentration Konzentration von 1g Histon 
der NaOH in der Pr reiner i? 
' — gebund. 
a ; : , —_— =o - 
Mischung der Mischung | NaOH gleichen py egies 
ee : ” Sri}: . WELLLIMO’ INAU i 
Millimol pro Liter | Millimo! pro Liter 
5 ' 
0 $.58 
a ; 
0,5 s75 | | 
1,0 9.01 | 
2,0 ; 9,26 ; | 
4,0 9,73 0,6 0,283 
8,0 10,54 0,8 0,600 
a) bad ‘ ") i = 
16,0 11,47 3,3 1,054 
50,0 | 12,54 38,2 0,985 





Bei der Titration des Histons mit Siure werden die basi- 
schen Gruppen sowohl von der Schwefelsiiure als auch von 
Carboxylgruppen neutralisiert. Auf Grund der beiden Titra- 
tionen berechnet sich die Anzahl! der freien basischen Gruppen 
auf 19,8 rund 20, wieder auf 100 Atome Gesamtstickstoff be- 
zogen. 


Alkcholische Titration des Histons und des Arginins. 

61,7 mg mit Ammoniak und Alkohol gefallten Histons ver- 
brauchen 3,3 ccm 0,2 n-KOH; 100 mg = 17,5 mg Histonstick- 
stoff somit 5,385 ccm 0,2 n-KOH = 1,07 n-KOH = 1,07 Milli- 
fiquivalente. Von den 11,5 sauren Gruppen, die mit der elektro- 
metrischen Titration gefunden wurden, erfaBt die alkoholische 
Titration danach nur 8,75 Gruppen, 2,75 scheinen von Guani- 
dingruppen neutralisiert zu werden, wie aus der alkoholischen 
Titration des Arginins zu schlieBen ist. 

Von einer 5,2°/,igen Lisung itreien Arginins, d. h. soweit 


es frei von Kohlensiure erhalten werden kann, verbrauchten 
bei der Titration 2ccm in 90°/, Alkohol gegen ‘hymophthalein 
0.48 com 0,2 n-KOH. Zu erwarten wiire ein Verbrauch von 
2,99 com, wenn die Carboxylgruppe vollstindig titriert werden 
kénnte. Wird die Argininlésung vorher gegen Azolithmin mit 
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Salzsiure genau neutralisiert, so kann die Carboxylgruppe voll- 
stiindig titriert werden, weil dann die auch in Alkohol alkalisch 
reagierende Guanidingruppe durch Salzsiure besetzt ist. Formol- 
titration und alkoholische Titration geben dann die gleichen 
Werte, miissen sie auch geben, da in beiden Fiillen das Saure- 
‘iquivalent titriert wird, welches durch die Ausschaltung (durch 
Alkohol bzw. Formol) der @-Aminogruppe frei wird. Auch bei 
der Titration des Histons selbst fanden wir die gleiche Uber- 
einstimmung zwischen Formol- und alkoholischer Titration 


nach vorheriger Neutralisation gegen Azolithmin. 

Die Arbeit wurde mit Mitteln der Notgemeinschaft der 
deutschen Wissenschaft ausgefiihrt. Wir méchten ihr aucl 
an dieser Stelle unsern Dank aussprechen. 




















Untersuchungen itiber ¢-Amino-N-Carbonsadure- 
anhydride. II. 


Von 


F. Sigmund und F. Wessely. 


(Aus dem II. chemischen und dem analytischen Laboratorium der Universitit Wien.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Mai 1926.) 


In der 1. Mitteilung*) wurde tiber die Synthese von Siiure- 
amiden bzw. Peptiden des N-Phenylglycins durch Einwirkung 
von Aminen bzw. Aminosiiuren auf das N-Phenylglycin-N- 
Carbonsiiureanhydrid berichtet. Sie verliiuft nach dem Schema: 


N(C,H;)-CH,+CO 
| | + NH,R —eo->> HNC,H,-CH,-CONHR 
CO-— O , 


in sehr guter Ausbeute und es wurden niemals Produkte ge- 


A. 


funden, die auf einen komplizierteren Reaktionsverlauf schlieBen 
lieBen. Ein solcher trat aber bei der Kinwirkung von Anilin 
und Glykokollester auf Glycin-N-Carbonsiureanhydrid ein. Es 
wurden in diesem Halle keine einfachen Substitutionsprodukte 
erhalten, sondern die entstandenen Kérper schienen hoch- 
molekular zu sein. Einen ahnlichen Reaktionsverlauf scheint 
Curtius bei der Einwirkung von Anilin auf ¢-Amino-n-Butter- 
siiture-N-Carbonsiiureanhydrid?) beobachtet zu haben; dagegen 
erhielt er aus Phenylalanin-N-Carbonsiureanhydrid und Anilin 
das Phenylalaninanilid.’) Diese beobachteten UnregelmiBig- 
keiten veranluBten uns, das Verhalten der Carbonsiiureanhydride 
verschiedener und vor allem natiirlich vorkommender Amuino- 
siuren niiher zu untersuchen.*) 


1) F. Wessely, diese Zs. Bd. 146, 8. 72 (1925). 

*) Chem. Ber. Bd. 55, 8S. 1556 (1922). 

5) Chem. Ber. Bd. 55, 8. 1553 (1922). 

*) Das Vermégen von Stoffen mit Aminogruppen, Kohlensiure- 


verbindungen zu geben, ist bekannt und es ist zuerst von M. Siegfried 
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Wir berichten in dieser Arbeit iiber die Reaktionsweise 
des Phenylalanin-N-Carbonsiiureanhydrids mit verschiedenen 
Aminen. Der Reaktionsverlauf nach dem Schema A wurde 
durch die Darstellung des Amids}), Athylamids, Phenylalanin- 
aminoacetals, Phenylalaninglycins?), Phenylalanylglycylglycins *) 
bestiitigt. Durch Eimwirkung von 1-Tyrosiniithylester erhielten 
wir das Phenylalanin-l-Tyrosinanhydrid, das zweifellos aus dem 
intermediir gebildeten freien Ester des Phenylalanyl-l-Tyrosins 
entsteht. Die Ausbeuten an den genannten Kérpern mit Aus- 
nahme des eben erwihnten Dioxopiperazins sind sehr gute, 
so daf wir behaupten kénnen, daB in den genannten Fallen 
die Reaktion A tiberwiegt. Denn es sind, wie im folgenden 
niher ausgeithrt wird, noch Reaktionen méglich, die zu anderen 
Endprodukten fiihren. 

Bei der Einwirkung von Anilin auf Phenylalanin-N-Carbon- 
siiureanhydrid konnten wir aus dem entstehenden Gemisch nur 
das Anilid des Phenylalanyl-Phenylalanins rein erhaiten. Das 
Produkt wurde nur in relativ geringer Ausbeute (12 °/,) ge- 
wonnen, es entsteht jedoch sicherlich in gréBerer Menge; doch 
ist seine im experimentellen eile niher beschriebene 'rennung 
[Diese Zs. Bd. 44, 8. 85 (1905); Bd. 46, S. 401 (1905); Ergebnisse der 
Physiologie, herausgegeben von Asher u. Spiro, 1910, 8.334 und zwar 
S. 350] auf die biclogische Bedeutung derartiger Verbindungen _hin- 
gewiesen worden. In seinen Untersuchungen iiber die Kohlensiinre- 
assimilation ist von Willstitter erneut deren Wichtigkeit betont 
worden. (Willstitter u. Stoll, Untersuchungen iiber die Assimilation 
der Kohlensiitre, 8. 180 ff., 434.) ; 

{s sei hier nur auf die Méglichkeit hingewiesen, daB solehe CO,- 
Verbindungen nicht nur bei den von den genannten Autoren behandelten 
Prozessen, sondern auch bei den im Organismus verlaufenden Synthesen 
eine Rolle spielen kénnen. Diese Vermutung wurde durch die Unter- 
suchung der a-Amino-N-Carbonsiiureanhydride nahegelegt, einer relativ 
einfachen Kérperklasse von Kohlensiiureverbindungen, die aber, wie aus 
den mitgeteilten Untersuchungen hervorgeht, sich durch eine groBe und 
verschiedenartige Reaktionsweise auszeichnen, die durch relativ geringe 
Anderungen der eingehaltenen Reaktionsbedingurgen bewirkt wird. 

') Kénigs u. Mylo, Chem. Ber. Bd. 41, 8S. 4427 (1908). 

*) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 38, S. 2914 (1905). 

8) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 37, 8. 3062 (1904). 
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von den in diesem Falle in gréBerer Menge vorhandenen Neben- 
produkten, die teilweise hocimolekular zu sein scheinen, sehr 
verlustreich. Das von Curtius!) beschriebene Phenylalanin- 
anilid konnte nicht erhalten werden und es haben sich keine 
Anzeichen ergeben, dai es in der angegebenen Menge (60 °/,} 
in dem Reaktionsprodukt enthalten ist. 

Aus diesem Versuch geht hervor, daB beim Phenylalanin- 
N-Carbonsiureanhydrid neben der Reaktion A auch die durch 
das folgende Schema wiedergegebene ,, Peptidreaktion B~ 
eintritt. 

Die erste Phase dieser Reaktion fiibrt wohl zur inter- 
mediiiren Bildung des Aminosiiureanilids, das als Amin mit 
unzersetztem Carbonsdiureanhydrid weiter reagiert. Es ist nun 
moéeglich, daB neben den, nach dem Schema A entstehenden 
Derivaten der Aminosiiure und den nach dem Schema B ge- 
bildeten Derivaten des Dipeptids auch Derivate — im eben 
erwihnten Falle Anilide — des Tri- und Tetrapeptids usw. 
im Sinne der Peptidreaktion Ba entstehen. Die in der ersten 
Mitteilung”) beschriebene Zersetzung von Glycincarbonsiiure- 
anhydrid mit Wasser, bei der héhere Peptide des Glykokolls 
entstehen, verliuft zweifellos nach diesem Schema.  Vielleicht 
liegen in den bei der EKinwirkung von Aminen auf Phenyl- 
alanin-N-Carbonsiureanhydrid in wechselnden Mengen ent- 
stehenden amorphen Produkten teilweise derartige Derivate 
hoherer Peptide vor. 

Vor allem bei der EKinwirkung von Methylanilin auf das 
genannte Carbonsiureanhydrid entsteht in der Hauptmenge ein 
amorpher Kérper, wihrend kein Methylanilid der entsprechen- 
den Aminosiiure oder des Duipeptids nachzuweisen ist. Wir 
haben dieses und das bei der Kinwirkung von Anilin ent- 
stehende amorphe hochmolekulare Produkt einstweilen nur 
analysiert. Die erhaltenen Werte legen den fiir ein Anhydrid 
des Phenylalanins berechneten sehr nahe, so da8 man auch 
die Reaktion C: 


1) Curtius, a.a. O. 
2) Wessely, a.a, O. 





a ae nn ea 














NHR’ NHR’ 
CO-NH-CHR | ) 
| + RNH, =gp,> NH,+CHR-CO + CO-NH-CHR —go,> NH,+-CHR+CO-NH-CHR-CO 
O——-—— 0 | | 
G++ 00 





Schema B 


NUR’ NHR’ 
Y | | 
NH,-CHR-CO-NH-CHR-CO + CO-NH-CHR —~¢o,* NH,-CHR-CO.NH-CHR-CO-NH-CHR-CO + CO-NH-CHR =~o;?_ usw. 
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| 
| i 
O————CO O———-CO 


ee —— 





Schema Ba 


R = CH,-O0,8, 


R’ = C,H, oder ein anderer Rest. 


94 








Untersuchungen tiber «-Amino-N-Carbonsiiureanhydride. If. 95 


CO-NH-CH-CH,-C,H, NH-CH-CH,-C,H, 
| | + NHR =¢o,> rad + NH,R, 
O———CO : CO dx 


bei der das zugefiigte Amin nur die Kohlenséure abspaltet, 
ohne substituierend zu wirken, in Betracht zu ziehen hat.) 
Diese Méglichkeit ist, wie aus anderen Erfahrungen hervor- 
geht, keineswegs von der Hand zu weisen, nur ist der Beweis 
fiir das Zutrefien dieser Vermutung durch weitere Versuche 
zu erbringen. 

Aus den bisherigen Versuchen ist erkennbar, daB bei 
demselben Carbonsiiureanhydrid der Verlauf der Reaktion (ob 
hauptsiichlich nach Schema A, b, oder eventuell Ba und C) 
von der Art des verwendeten Amins abhiingt. Teils wird sich 
diese Tatsache durch die verschieden starke Basizitit des 
Amins erkléren lassen, doch sind zur volligen Klarstellung 
des Reaktionsverlaufes, der noch von anderen Faktoren ab- 
hingig sein kann, weitere Versuche nétig. Andererseits zeigen 
demselben Amin gegeniiber die verschiedenen Carbonsiure- 
anhydride Unterschiede, wie es noch nicht abgeschlossene Ver- 
suche mit Glycin-N-carbonsaiureanhydrid und Sarkosin-N-carbon- 
siureanhydrid ergaben. 

Hierher gehért auch die Einwirkung von Pyridin, das, 
wie in der ersten Mitteilung erwiihnt, aus Glycin-N-carbon- 
siureanhydrid CO, abspaltet, wiihrend das N-Phenylglycin- 
N-carbonsiiureanhydrid unangegriffen bieibt. Dies ist ein ganz 
prinzipieller Unterschied und wir haben zur Priifung der Frage, 
ob durch die Substitution am Stickstoff dieses Verhalten be- 
dingt wird, das Sarkosin-N-carbonsiureanhydrid dargestellt. Bei 
der Kinwirkung von Pyridin wurde festgestellt, daB es ebenso, 
wie das Glycin-N-carbonsiureanhydrid und das auch in dieser 
Hinsicht untersuchte Phenylalanin-N-carbonsaureanhydrid leicht 
CO, abspaltet. Es bedingt also nur die spezifische Stickstoff- 
substitution das abweichende Verhalten des N-Phenylglycin- 
N-carbonsiiureanhydrids, 





1) Vgl. Curtius, a.a.O. Er schreibt dem bei der Einwirkung 
von Anilin auf «-Amino-n-buttersiiure-N-carbonsiiureanhydrid entstehen- 
den Kérper die Zusammensetzung eines ,,polymeren Anhydrides der 
Aminosiiure zu. 








ee 
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Uber die durch Pyridineinwirkung entstehenden hoch- 
molekularen Kérper werden wir demniichst berichten. 

Die Reaktion mit Pyridin — Chinolin verhilt sich ebenso — 
ist deshalb von Interesse, da beide nach ihren Strukturbildern 
tertiiire Amine darstellen und wir bei der Kinwirkung anderer 
tertiiirer Amine (Trimethylamin, Dimethylanilin) auf die unter- 
suchten N-Carbonsiureanhydride niemals Zersetzung unter CO,- 
Entwicklung beobachten konnten. 


Kiir die groBziigige Uberlassung von Mitteln sind wir 
Herrn Prof. Dr. R. O. Herzog, Direktor des Kaiser Wilhelm- 
Instituts fiir Faserstoffchemie, Berlin-Dahlem zu groBem Dank 
verptlichtet. 


Experimentelles. 


Sarkosin-N-carbonsaureanhydrid. 


Die Darstellung wurde nach der Arbeitsweise von Leuchs?) 
durchgefiihrt. 

Sarkosin wurde auf gewéhnliche Weise mit chlorameisen- 
saurem Methyl in das Carbomethoxysarkosin iibergefiihrt, das 
auch durch Verseifung des Carbomethoxy-sarkosinithylesters 
(Siedep.,, 117—118°) erhalten wurde. Wir habea das Produkt 
noch nicht krystallisiert erhalten. Es ist leicht léslich in Ather, 
Alkohol, etwas schwerer in Wasser. 

i Mol. des 6ligen Carbomethoxysarkosins wurde sodann 
mit 1 Mol. Thionylchlorid bei 40° chloriert; nach dem Aut- 
héren der Gasentwicklung erstarrte bei weiterem Erwiirmen 
auf 40° im Vakuum die sirupése Masse krystallinisch. Aus 
Chloroform wurden 40—50 °/, reinen Carbonsiiureanhydrids 
erhalten. Rasch erhitzt, schmilzt es unter Gasentwicklung und 
Bildung eines festen Kérpers bei 99—100° (unkorr.). Erhitzt 
man zu langsam, so wird der Schmelzpunkt unscharf, weil 
bereits friiher erhebliche Kohlensiureabspaltung eintritt. Ks 
ist in der Hitze leicht léslich in Chloroform, Essigester, Benzol, 
schwer in Ather, unléslich in Petroliither. 


1) Leuchs, Chem. Ber. Bd. 39, S. 857 (1906). 
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4,813 mg Substanz gaben 7,430 mg CO, und 2,05 mg H,0. 


2,905 mg a » 0,319 eem N-Gas bei 24° und 744 mm. 
O.H,O,N Ber. C 41,72 %, H 4,38 °/, N 12,189, 
Gef. ,, 42,14 » &it , 12,48 


Sublimationsversuche mit Carbonsaureanhydriden. 


Es mag erwihnt werden, daf die von uns untersuchten 


Carbonsiureanhydride sich mehr oder weniger unzersetzt subli- 
mieren lassen. 


Das bestiindigste ist das N-Phenylglycin-N -carbonsiiureanhydrid. 
Unter 10 mm Druck beginnt die Sublimation bei 100°, die Hauptmenge 
wurde bei 128—130° sublimiert. Es bleibt nur sehr wenig Riickstand. 
Der Mischschmelzpunkt des Sublimates, das mit Anilin stiirmisch CO, 
entwickelte, mit reinem N-Phenylgly in-N-carbonsiiureanhydrid lag bei 
139—140°. 

Kin bedeutend gréBerer Riickstand an Zersetzungs- 
produkten bleibt bei der Sublimation der folgenden Carbon- 
siureanhydride: 

Das Sarkosin-N-carbonsiiureanhydrid sublimiert unter 10 mm Druck 
von 50° an. Schmelzpunkt des Sublimates 99—100° (unkorr.) 

Das Phenylalanin-N-carbonsiureanhydrid sublimiert bei 0,5 mm 


Druck zwischen 100° und 110°. Der Schmelzpunkt des Sublimates liegt 
bei 127° (unkorr.). 


Die Stickstoffbestimmung des Sublimates ergab 17,62°/, N (ber. 
7,33 "rh 


Die Sublimationstemperatur des Glycin-N-carbonsiiureanhydrids 
liegt bei 70—80° unter 0,5 mm Druck. 


1,640 mg Substanz gaben 0,562 ecm N-Gas bei 23° und 746 mm. 
Fiir C,H,NO, Ber. 13,87°/, N Gef. 13,71 °/, N. 


Synthetische Versuche mit Phenylalanin-N-Carbonsaureanhydrid. 
Phenylalaninamid.?) 

0,3 g Carbonsiiureanhydrid wurden mit 5ccm Alkohol, der 
bei Zimmertemperatur mit NH, gesiittigt war, tibergossen. Nach 
Beendigung der Reaktion wurde der Alkohol abgedampft und 
der Riickstand mit heiBem Benzol ausgekocht. Die abgeschie- 


1) Kénigs u. Mylo, Chem. Ber. Bd. 41, 4427 (1908). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLVII, 7 
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denen Krystalle (0,23 g) wurden zur Analyse nochmals aus 
Benzo! umkrystallisiert. Schmelzp. 187—138° (unkorr.). 
2,301 mg Substanz gaben 0,341 eem N Gas bei 24° und 746 mm. 
C,H,,N,O Ber. N 17,04 N 16,68. 


Phenylalaninathylamid. 


Wir haben auf je 1 Mol Carbonsiiureanhydrid 2 Mol und 
40 Mol Athylamin einwirken lassen, um festzustellen, ob dic 
Konzentration des Amins von EKinfluB auf den Ablauf der Re- 
aktion sei. Ks entstand immer in gleicher Menge (78—77°/ } 


/0/ 
das Athylamid. Isoliert wurde nicht dieses selbst, sondern sein 
Pikrat. 

I. 1g wasserfreies Athylamin (40 Mol) in 3 cem Essigester wurde 
bei Zimmertemperatur mit einer Lésung von 0,10 g Carbonsiiureanhydrid 
in 1,5cem Essigester vermischt. Nach dem Abrauchen des Essigesters 
und der Entfernung des gebildeten Athylaminearbonats im Vakuum iiber 
H,SO, wurde mit einer gemessenen Menge wiBriger Pikrinsiiurelésung 
versetzt und das gebildete Pikrat ohne Umkrystallisieren gewogen. Aus- 
beute 0,16 g (73 °/,). Schmelzp. 190°. 

II. Bei diesem Versuch kamen 0,05 g Athylamin (2 Mol) und 0,10g 
Carbonsiiureanhydrid, in den gleichen Mengen Essigesters wie bei Ver- 
such I gelést, zur Reaktion. Die weitere Verarbeitung war wie bei 
Versuch I. Ausbeute an Pikrat vom Schmelzp. 189° 0,16 g (73°/,}. 

Il. 1g Athylamin in 4cem H,O wurde zu 0,10g Carbonsiure- 
anhydrid zugefiigt. Nach Beendigung der Reaktion wurde im Vakuum 
iiber H,SO, abgedampft. Die Ausbeute an Pikrat vom Schmeizp. 190.5° 
betrug 0,16 g (73°/,). 

IV. Zu 0,10 g Carbonsiiureanhydrid wurde eine Lésung von 0,05 g 
Athylamin in 4cem Wasser zugegeben. Aufarbeitung wie bei Ver- 
such IIi. Ausbeute an Pikrat vom Schmelzp. 190,5°, 0,17 g (77°/,). 


Zur Analyse wurde das Pikrat einmal aus Alkohol um- 
krystallisiert. Die schwach gelb gefiirbten Nadeln schmelzen 
bei 191—192° (unkorr.) unter Zersetzung. 


4,946 mg Substanz gaben 8,775 mg CO,, 2,075 mg H,O. 


2,947 mg 7 » 0,436 em? N Gas bd5i 28° und 744 mmm. 
Ber. C 48,449, HH 4,55°/, N 16,649), 
C,,H,,N,0, Gef. ,, 48,40 y 4,7 , 16,71. 


Das Athylamid und Amid kann man auch darstellen, in- 
dem man das Carbonsiiureanhydrid mit Ammoncarbonatlisung, 
baw. mit einer mit CO, gesiittigten Athylaminlisung iibergieBt. 
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: CH, -C,H; 
Phenylalanylaminoacetal, are 
’ NU,-CH-CO-NH-CH,-CH(OC,H,).. 


0,4¢ Carbonsiiureanbydrid wurden in kleinen Portionen 
in 4,7ccm elmer wiSrigen Lésung von 2,2¢ Aminoacetal ein- 
getragen und geschiittelt. Nachdem klare Lisung eingetreten 
war, wurde das Wasser und das iiberschiissige Aminoacetal 
im Vakuum bei 40—70° verdampfi. Das zuriickgebliebene 
leicht in Wasser lésliche Ol erstarrte auch bei langem Stehen 
in der Kilte nicht. Es wurde in wiaBrigem Alkohol gelést 
und mit einer alkoholischen Lésung von Pikrolonsidure versetzt. 
Auf Wasserzusatz bis zur beginnenden ‘lriibung schied sich 
das Pikrolonat in nadeltérmigen, schwach gelb gefiirbten Kry- 
stallen ab (0,6 g). Nach dem Umkrystallisieren aus wiiBrigem Al- 
kohol schmelzen die Nadeln bei 162° (unkorr.) unter Zersetzung. 


5,120 mg Substanz gaben 10,330 mg CO, und 2,84 mg H,O. 
2,256 mg a » 0,804 ecm N Gas bei 20° und 743 mm. 
C,.H.0,N, Ber. C 55,13°/, H 5,93°/, N 15,44°/, 
Gef. ,, 55,04 9 6,21 yy 15,35 


| . CH, -C,H. 
Phenylalanylglycin’), | 
NH,-Ci-CO.NH-CH,CO-OH 


0,2 ¢ Carbonsiiureanhydrid (1 Mol) wurde bei Zimmertem- 
peratur in Essigester gelést und mit einer gesiittigten Lésuug von 
0,16 g Glykokoll (2 Mol) in Wasser geschiittelt. Im Laufe von 
4 Std. war die CO,-Kntwicklung beendet und es hatten sich feine 
weiBe Nadeln abgeschieden. Diese wurden abfiltriert, dann in 
heiBem Wasser gelést und von Spuren amorpher Substanz ab- 
filtriert. Beim Kindunsten schieden sich 0,15 g reines Phenyl- 
alanylglycin aus. 

Die tafelf6rmigen Krystalle farbten sich beim Erhitzen von 
250° an braun und waren bei 267° (unkorr.) zu einer dunklen 
Fliissigkeit geschmolzen. 


5,223 mg Substanz gaben 11,380 mg CO, und 2,970 mg H,0. 
2,658 mg eo - 0,299 cem N Gas bei 20° und 750 mm. 
C..3..6.0; Ber. C 59,44 °/, H 6,35°/, N 12,61 °/, 
Gef. ,, 59,44 , 6,35 55 12,93. 

$3 ? ? } 9 ? 


') KE. Fischer, a. a. O. 


| 
' 
| 














100 F. Sigmund und F. Wessely, 


Um die Einheitlichkeit dieses Produktes zu erweisen, wurde 
es in zwei Fraktionen zerlegt. Die Analyse der ersten Frak- 
tion, die durch Auskrystallisieren gewonnen wurde, ergab: 

C 59,72 %, H 6,16 °/,. 
Das Filtrat der ersten Fraktion wurde zur Trockne verdampit. 
Die Stickstoffbestimmung des Riickstandes ergab 
N 12,56 %/,. 

Das Filtrat des analysenreinen Phenylalanylglycins schied 

bei weiterem Eindampfen 0,1 g unreines Dipeptid aus. 


Phenylalanyl-glycylglycin}), 

CH,-C,H, 

| 

NH,-CH—CO-NH-CH,-CO-NH-CH,-CO-OH > 
0,7 ¢ Carbonsiureanhydrid wurden wie oben in Kssigester 

gelést und mit einer wibrigen Lésung von 2 Mol Glycylglycin 
4 Stunden geschiittelt. Es schied sich nur sehr wenig in Wasser 
unlésliche Substanz aus; von dieser wurde abfiltriert, das Filtrat 
auf 20 ccm verdiinnt und heif mit Alkohol versetzt. So wurden 
0,4 g diinne blittchen- und stibchenférmige Krystalle gewonnen. 
Diese farbten sich beim Erhitzen ab 220° dunkel und waren 
bei 225—230° geschmolzen. 


5,317 mg Substanz gaben 10,880 mg CO, und 2,775 mg H,0. 


2,269 mg i » 0,812 eem N Gas bei 24° und 740 mm. 
C,3H,,O,N, Ber. C 55,88 °/, H 6,14 °/, N 15,06 °/, 
Gef. ,, 55,83 1» 5,84 ,, 14,90. 


Aus dem Filtrat des analysenreinen Tripeptids wurde noch 
eine kleine Menge von Krystallen gewonnen. 


CH,-C,H,OH 
| 
{ _ 
Phenylalanin-1-tyrosinanhydrid, _~CH—CO 
NH >>NH 


'NCO—CH- CH, - C,H, 

0,4¢ Carbonsiureanhydrid wurden in Chloroform gelést 
und zu 0,45 g¢ 1-Tyrosinithylester in Chloroformlisung zugefiigt. 
Es trat langsame Kohlensiiureentwicklung ein. Nach 6 stiin- 


1) KE. Fischer, a. a. QO. 
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digem Stehen bei Zimmertemperatur wurde das Gemisch noch 
eine halbe Stunde am Wasserbad erwirmt und dann das 
Chloroform abgedampit. Der halbfeste Riickstand gab mit 
Anilin keine CO,-Entwicklung mehr; er wurde in 96 °/, igem 
Alkohol heii gelist, woraus beim Erkalten mit wenig amorpher 
Substanz verunreinigte mikroskopische Nadeln ausfielen (0,1 g). 
Dieses unreine Dioxopiperazin wurde aus heifem Alkohol um- 
gelést, Das erhaltene Produkt farbt sich beim Erhitzen von 
277° an braun und ist bei 281% (unkorr.) unter Zersetzung ge- 
schmolzen. ') 
4,696 mg Substanz gaben 11,960 mg CO, und 2,310 mg H,0. 


2,190 mg - 5 0,174 cem N Gas bei 18° und 755 mm. 
C,,H,,N.0, Ber. C 69,65 °/, H 5,85°%, N 9,03 °/, 
Gef. ,, 69,48 oy 00 » 9,88. 


Auer dem ebenerwihnten Dioxopiperazin konuten wir 
aus dem Reaktionsgemisch kein anderes einheitliches Produkt, 
vor allem nicht den erwarteten Ester des Phenylalanyl-1-Tyro- 
sins, der zweifellos als Zwischenprodukt entsteht, isolieren. 


Kinwirkung von Anilin. 

Aus der groBen Anzahl von Versuchen, die wir unter 
modifizierten Bedingungen durchgefiihrt haben, sei nur der 
folgende genauer beschrieben, da sich im wesentlichen bei allen 
Versuchen dieselben Reaktionsprodukte ergaben. 

1 g Carbonsiiureanhydrid wurde bei 0° mit 1 g (2 Mol) Anilin 
verrieben und langsam auf Zimmertemperatur erwirmt. Nach 
beendigter Zersetzung wurde der Riickstand, der unter dem 
Mikroskop in Anilin eingebettet, neben feinen Nadeln amorphe 
Substanz erkennen lieB, mit Ather gewaschen. 

Die atherische Lisung hinterlie’ beim Abdampfen Anilin, 
das mit nadelférmigen Krystallen durchsetzt war. Das Anilin 
konnte wohl durch Abpressen auf Ton entfernt werden, hin- 
gegen nicht vollstiandig durch Behandeln mit Wasserdampf. 
Der nach beiden Methoden verbliebene Riickstand wurde aus 
Benzol umgelést und so 0,ig feiner mikroskopischer Nadeln 


*) (@p) wurde nicht bestimmt, da der C-Tyrosiniithylester optise 
nicht einheitlich war. 
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erhalten (A). Beim Erhitzen im Capillarrohr trat bei 176° 
Sinterung, bei 180° (beide Temperaturen unkorrigiert) klares 
Schmelzen ein. 

Der nach dem Waschen mit Ather verbliebene Riickstand 
(0,43 g) wurde mit Benzol ausgekocht und der nunmehr amorphe 
Riickstand B (0,1 g) abfiltriert. Die aus der Benzollésung aus- 
krystallisierten Nadeln stellten nach ihrem iuSeren Habitus 
und dem Schmelzpunkt (ab 160° Sinterung, bei 170° klare 
Schmelze) verunreinigtes Produkt A dar. Durch Umkrystalli- 
sieren erreichten wir den Schmelzpunkt von A (Ausbeute 0,02 ¢’. 
Beim Abdampfen der Benzollésung blieben 0,3 g offenbar eines 
Substanzgemisches tibrig, das wir nicht weiter reinigen konnten, 
in dem aber gewi8 noch mit A identische Substanz enthalten 
war, so daB die angegebenen Ausbeuten an A wohl nur Mini- 
malwerte darstellen. Die Analysen ergaben: 


Substanz A: 
5,315 mg Substanz gaben 14,47 mg CO, und 3,17 mg H,0O. 
2,610 mg = 0,255 eem N Gas bei 21° und 742 mm. 
Gef. C 74,27°/, H 6,67°/, N 11,08°,. 
Molekulargewichtsbestiminung nach Barger-Rast. 
4,040 mg Substanz in 44,676 mg Pyridin. Diese Lisung war iso- 
tonisch mit einer 0,23 n-Lésung von Azooxybenzol in Pyridin. 


Mol.-Gew. Gef. 393,2 Ber. 387,4. 


Substanz B: 


5,236 mg Substanz gaben 14,100 mg CO, und 3,13 mg H,O. 
2,496 mg s » 0,225 cem N Gas bei 20° und 737 mm. ° 


Gef. C 73,479, H 6,69%, N 10,21°%,. 


Bereehnet ist fiir Phenylataninanilid: 


C,;H,gN,O0 C 74,95°/, H 6,72 °/, N 11,67°/,. 
Phenylalanyl-phenylalaninanilid: 
C.4H,;N30, C 74,38°/, H 6,5°/, N 10,85°),. 


Die Werte fiir die Anilide hdherer Peptide liegen zwischen den 
eben angegebenen Werten und dem des Anhydrides: 
Anhydrid des Phenylalanins: 
(C.H,ON) x C 73,43 °, H 6,17%, N 9,589/,. 


Die Analysenwerte und die Molekulargewichtsbestimmung 
der Substanz A zeigen, dai Phenylalanyl-phenylalaninanilid 
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CH,- C,H, 
NH, -CH-CO-NH-CH.CO-NH-G,!, 
CH,-C,H, 
vorliest. 

Wir haben dies auferdem noch durch die Darstellung des 
Pikrats bestatigt, dessen Analyse eine genauere Unterscheidung 
von dem Pikrat des Phenylalaninanilids erméglicht. Aus alko- 
holischer Liésung krystallisiert es in zu Rosetten vereinigten, 
feinen mikroskopischen Nadeln. Diese fiirben sich beim Er- 
hitzen im Capillarrohr bei 214° braun und sind bei 217° unter 
Zersetzung geschmolzen. 

4.988 mg Substanz gaben 10,66 mg CO, und 2,19 mg H,O. 


1,906 mg ‘“ " 0,235 cem N Gas bei 24° und 744 mm. 
Cag tesa Me Ber. C 58,43°, H 4,58°/, N 13,64°,, 
ef, ,, 58,30 95 4,98 », 13,89. 


Fiir das Pikrat des Phenylalaninanilids sind nachstehende 
Werte berechnet: 

C,,H,,0,N, C 53,72 °/, H 4,08 °/, N 14,93°/,. 

Obwohl die Analysenwerte der Substanz B den fiir das 
Anhydrid berechneten am niichsten liegen, wollen wir aus ihnen 
vor Beendigung einer weiteren Untersuchung noch keine Schliisse 
ziehen. 

Kinwirkung von Methyanilin. 

0,3 ¢ Carbonsiiureanhydrid wurden mit 2 Mol frischdestil- 
liertem Methylanilin in der Kialte verrieben. Die Kohlensiure- 
entwicklung ist zunichst sehr schwach und wird erst bei 
Zimmertemperatur lebhafter. Nach beendeter Gasentwicklung 
wurde mit Ather gewaschen. Nach dem Abdampfen des Athers 
und dem Vertreiben des Methylanilins mit Wasserdampf ver- 
blieben Spuren eines Riickstandes. 

Die in Ather unléslithe amorphe Substanz 0,23g wurde 
im Soxleth 3 Tage mit Ather extrahiert, wobei sehr geringe 
Mengen eines mit Methylanilin verunreinigten, amorphen Pro- 
duktes, das zur Untersuchung nicht ausreichte, in den Ather 
gingen. 

Die zuriickgebliebene Hauptmenge (0,21 g) ist fast unléslich 
in Benzol, Toluol und den anderen gebriuchlichen organischen 
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Lésungsmitteln. Der Schmelzpunkt ist vollig unscharf; bei 
270° tritt unter Braunfirbung Sinterung ein, doch ist bei 300° 
die Schmelze noch nicht klar. 

Die Analyse ergab: 

4,901 mg Substanz gaben 13,22 mg CO, und 2,99 mg H,O. 

4,570 mg ss » 0,357 cem N Gas bei 18° und 737 mm. 


Gef. C 73,59, H 6,83°/, N 9,67%,. 
Fiir Phenylalaninmethylanilid: 
C,,H,,ON, Ber. C 15,55, H 7,14 °/, N 11,02°,. 
Fiir Phenylalanyl-phenyl-alaninmethylanilid: 
C,.H,,0.N, Ber. C 74,77°/, H 6,78°, N 10,47%, . 
Fiir das Methyl-anilid des Tri-phenylalanyl-phenylalanins: 
C,3H,,O,N, Ber. C 74,21°/, H 6,52 °/, N 10,07°/,. 


Ks liegt also keinesfalls das Methylanilid des Phenylal- 
anins oder des Dipeptids vor. Uber das Hauptprodukt der 
beschriebenen Reaktion, das nach seinen Higenschaften hoch- 
molekular zu sein scheint und dessen Analysenwerte den fiir 
ein Anhydrid des Phenylanilins berechneten naheliegen, lassen 
sich einstweilen keine weiteren Angaben machen. 


Kinwirkung von Pyridin und Chinolin. 


Das verwendete Pyridin wurde nach Ladenburg!) iber 
die HgCl,-Verbindung gereinigt. Zur Trocknung wurde es 
zuerst tiber KOH, dann mindestens einen Monat iiber Ofters 
erneuertem Bariumoxyd aufbewahrt. Zur Zersetzung wurde 
das so vorbehandelte Pyridin unter peinlichstem Feuchtigkeits- 
abschluB iiber Bariumoxyd zu den festen Carbonsiureanhydriden 
destilliert. 

Zur Kontrolle wurde eine Probe dieses Pyridins nach 
Zerewitinoff auf einen Gehalt an Wasser und _ basischen 
Bestandteilen untersucht. 

Durch den negativen Ausfall dieser Kontrollversuche ist 
die Annahme, daB die Zersetzung der Carbonsiureanhydride 
durch Verunreinigungen der erwihnten Art bewirkt wird, hin- 
fiillig. 


1) Ladenburg, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 247, 4 (1888). 
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Alle untersuchten Carbonsiureanhydride sind relativ leicht 
in Pyridin ldslich. Die CO,-Abspaltung erfolgt bei den ein- 
zelnen Carbonsiiureanhydriden nicht gleich rasch; Glycin-N- 
carbonsiureanhydrid zersetzt sich am schnellsten, Sarkosin-N- 
carbonsaureanhydrid und Phenylalanin-N-carbonsiureanhydrid 
etwas langsamer. In allen Fallen ist nach 6 Stunden keine 
abspaltbare Kohlensiiture mehr nachzuweisen. 

Kine Wiederholung der schon in der I. Mitteilung er- 
wihnten Kinwirkung von Pyridin auf N-Phenylglycin-N-carbon- 
siureanhydrid bestiitigte das damals beobachtete negative Er- 
gebnis. 

Das genannte Carbonsiureanhydrid wurde 2 Tage bei 
Zimmertemperatur in Pyridinlésung stehen gelassen. Der nach 
dem Abdunsten des Pyridins itiber H,SO, und Waschen mit 
Ather erhaltene Kérper war vollstiindig in Kssigester léslich 
und entwickelte mit Anilin stiirmisch CO,. Er zeigte den 
Schmelzp. 137° (unkorr. Zersetzung) gegen den des reinen Pro- 
duktes 140° (unkorr. Zersetzung). Einmal aus Essigester um- 
krystallisiert, wurde der Schmelzp. 140° erreicht. 

Glycin-N-carbonsiureanhydrid und Phenylalanin-N-carbon- 
situreanhydrid (Sarkosin - N - carbonsiureanhydrid wurde noch 
nicht untersucht) zersetzen sich auch in Chinolin, jedoch etwas 
langsamer als mit Pyridin. Das Chinolin wurde nach Skraup 
synthetisch dargestellt und getrocknet.!) Die bei der Zersetzung 
erhaltenen Produkte wurden noch nicht untersucht. 


') Beck mann, Zs. a. Chem. Bd. 51, 8. 287 (1908). 

















Zur Kenntnis des intermediaren Stoffwechsels des Histidins. 
I. Mitteilung. 
Von 


S. Edlbacher. 


{Aus dem physiologischen Institut Heideiberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29, Mai 1926.) 


Trotzdem eine Reihe von Autoren sich mit der Erfor- 
schung des Schicksals des Histidins im tierischen Organismus 
beschiftigt haben, sind unsere Kenntnisse iiber dieses Problem 
nur ganz liickenhaft. Und doch kommt dem Histidin zweifeis- 
ohne eine hervorragende Bedeutung im Stoffwechsel zu. Schon 
allein die groBe Ahnlichkeit im Formelbilde dieser Aminosiiure 
mit dem der Harnsiiure und des Arginins, auf die schon 
Kossel, Hopkins und andere hingewiesen haben, regt zu 
Untersuchungen iiber die physiologische Rolle dieses Eiweib- 
bausteines an. 

DaB Histidin vom tierischen Organismus abgebaut werden 
kann, hat schon Engeland’) gezeigt, der nach subcutaner 
Verabreichung nur geringe Mengen im Harn wiederfand. Er 
konnte auch feststellen, daB der Carnivore besser geeignet ist 
den Abbau durchzufiihren als der Herbivore, indem Katzen 
nach der Verabreichung nur spurenhafte Verstiirkung der Diazo- 
reaktion im Harn zeigten, wihrend Kaninchen unter den 
gleichen Bedingungen eine erhebliche Verstirkung aufwiesen. 

Die Frage nach der Beziehung zum Purinstoffwechsel 
wurde von Abderhalden, Kinbeck und Schmid mit nega- 
tivem Erfolge untersucht. Es lie8 sich nach Histidininjektion 
keine Vermehrung der Allantoinausscheidung feststellen.”) Mit 





1) Diese Zs. Bd. 57, 8. 49 (1908). 
2) Diese Zs. Bd. 62, S. 322 (1909) und Bd. 68, S. 395 (1910). - 
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ebenfalls negativem Erfolge untersuchten Steudel und Freise!) 
die Beeinflussung der Kreatininausscheidung beim Hunde. 
Dakin und Wakemann’?) stellten Durchblutungsversuche an 
Hundelebern an und konnten dabei eine Erhéhung der Bil- 
dung von Acetessigsiiure in der Durchstrémungsfliissigkeit fest- 
stellen. Diese Beobachtung bildet den ersten Hinweis aut 
eine engere Umgrenzung des Problems. 

Kin Abbauprodukt des Histidins, die Imidazolacrylsiure 
(Urocaninsiure), konnte von Kotake und Konishi?) in geringen 
Mengen aus dem Hundeharn nach Verfiitterung isoliert werden. 
So wurden z. B. nach Verabreichung von 72 g Histidin 1,5 g 
Urocaninsiiure aus dem Harn wiedergewonnen. 

Hs ist bei diesen letzten Versuchen wohl auch miglich, 
da8 durch die groBen Dosen von Histidin abnormale Bedin- 
gungen fiir den Abbau bestanden haben, so daB dieses Resultat 
vorlaufig noch nicht ohne weiteres in den Kreis der Betrach- 
tungen gezogen werden darf. 

Ackroyd und Hopkins‘), Stewart®), Rose und Cox) 
haben eine Reihe von Untersuchungen iiber die Ernahrung 
mit histidin- und argininfreier Kost angestellt, aus denen die 
Unentbehrlichkeit des Histidins fiir das Wachstum _hervor- 
zugehen scheint. Es wird in einer kommenden Abhandlung 
noch ausfiihrlich auf diese Untersuchungen zuriickgegrifien 
werden. 

Da aus den mitgeteilten Daten hervorgeht, daB der inter- 
mediire Stoffwechsel des Histidins noch véllig im Dunkel liegt, 
wurde diese Frage von mir in Angriff genommen. Es sollte 
untersucht werden, ob das Histidin vielleicht einem iihnlichen 
Abbau im Organismus unterliegt wie das Arginin durch die 
von Kossel und Dakin entdeckte Arginase, und ob es be- 


) Diese Zs. Bd. 120, 8. 244 (1922). 

*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 10, 8. 499 (1911). 

5) Diese Z. Bd. 122, 8S. 230 (1922). 

4) Biochem. Journ. Bd. 10, 8. 551 (1916). 

°) Biochem. Journ. Bd. 19, 8. 1101 (1925). 

6) Jl. of Biol. Chem. Bd. 61, S. 747 (1924); Bd.64, S. 325 (1925); 
Bd. 68, S. 217 (1926). 
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stimmte Organe sind, die diesen Abbau durchiiihren. Die Frage 
gewann dadurch an Bedeutung, da die mannigfachen Be- 
ziehungen des Argininabbaues zu Sexualitét, Alter und Ent- 
wicklungsgeschichte, wie ich sie bei meinen Untersuchungen 
iiber dieses Problem feststellen konnte, vielleicht ein Analogon 
im Histidinabbau finden wiirden.") 

Als hauptsiichlichstes Resultat dieser Abhandlung wird 
nun gezeigt, daB in der Leber eine fermentative Spal- 
tung des Histidins stattfindet, die nicht wie beim 
Arginin zur Harnstoffbildung, sondern zu _ starker 
Ammoniakbildung fihrt.”) 

Wird eine neutralisierte Histidinlésung mit oder ohne 
Puffergemisch auf Leberbrei oder Glycerinextrakt einwirken 
gelassen, so bildet sich unter Spaltung des Histidins Ammoniak. 

Die Versuche wurden gewodhnlich in der folgenden An- 
ordnung durchgefihrt: 

Kine Histidinchloridlésung von etwa 1°/, Gehalt wurde 
auf p,, = 7 neutralisiert und je 5 ccm dieser Liésung, deren 
Stickstoffgehalt genau bestimmt war, wurden auf je 2 g des 
mit Quarzsand verriebenen Organes unter Zusatz von 3 ccm 
Wasser einwirken gelassen, oder es gelangten Glycerinextrakte 
von analoger Konzentration zur Anwendung. Die Reaktion 
fand bei 38° statt und es wurden Puffergemische zugesetzt. 

Es wurden Versuche angestellt, in denen wihrend der 
ganzen Versuchsdauer Sauerstoff durchgeleitet wurde und solche 
ohne Sauerstoffdurchleitung. Sie erwies sich als iiberiliissig; 
die Reaktion wurde in keinem Falle dadurch beeinflubt. Zur 
Sterilisierung wurde immer etwas Toluol zugesetzt. Die Reak- 
tionszeiten betrugen gewodhnlich 18 Stunden. 

Nach dieser Zeit wurden die Gemische mit verdiinnter 
Schwefelsiure angesiuert und zur Koagulation der Proteine 
10 Minuten im siedenden Wasserbade erhitzt. Als Reaktions- 


1) Diese Zs. Bd. 148, 8S. 274 (1925). | 

*) Ganz unabhiingig von dieser Untersuchung und von der Frage 
der Ammoniakbildung ausgehend, sind gleichzeitig Gyérgy u. Réthler 
in der hiesigen Kinderklinik zu ahnlichen Resultaten gekommen, (Er- 
scheint gleichzeitig in der ,,Biochemischen Zeitschrift.) 
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gefiBe dienten weite Reagiergliser. Nach dem Abkihlen wurde 
alkalisch gemacht und das gebildete Ammoniak nach der 
Folinschen Methode bestimmt. 

Die Priifung auf Harnstoff wurde mit dem Ureaseverfahren 
vorgenommen. Wie bereits gesagt wurde, konnte in keinem 
Falle eine Bildung von Harnstoff nachgewiesen werden. 

Nach einigen orienticrenden Versuchen zeigte es sich, dab 
die Bildung von Ammoniak sowohl im sauren als auch im alka- 
lischem Gebiete vor sich ging und es wurde zuniichst die Ak- 
tivititskurve zur Ermittlung der optimalen Reaktion festgelegt. 
Als Putter wurden Phosphate sowie die Sérensensche Mi- 
schung von Glykokoll-Natronlauge verwendet. 

Gegen die Verwendung des Glykokollpuffers war zunichst 
der Einwand zu machen, daB Glykokoll selbst von den Organ- 
extrakten desaminiert wird. Ich habe mich davon iiberzeugt, 
daB dies aber nicht der Fall ist. Glykokoll, Alanin, Leucin 
sowie Glutaminsiure bilden kein Ammoniak. 

Hundeleberglycerinextrakt: 

100 g Organ + 200 g Glycerin filtriert. 
Je 5cem Extrakt. 

, 98 eem Histidinlésung. 

» 10 cem Pufferlésung. 

Temperatur 38°, Dauer des Versuches 3 Stunden. Die 
Menge des gebildeten Ammoniaks ist in Kubikzentimetern 
n/50-Siiure angegeben: 





Pr eem n/50-Siiure 
6,0 1,9 
7,0 2.9 
8,2 3.9 
8,9 5,6 
9,3 5,6 
9,7 5,0 
10,5 3,8 
11,0 3.1 





Das Optimum der Wasserstoffionenkonzentration liegt dem- 
nach bei p,, = 9,0. In wiederholten Versuchen wurde dieser 
Gipfelpunkt festgestellt. Die Reaktion findet auch noch bei 
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Py = 5,0 statt, wihrend bei p,, = 2 keine Ammoniakbildung 
mehr festzustellen war. Die Aktivititskurve ist demnach etwas 
verschieden von der von mir und Bonem fa. a. 0.) festgestellten 
fiir die Arginase. (Optimum 9,5—9,8.) 

Es wurde demnach bei allen folgenden Versuchen bei 
einer Pufferung auf p,, = 9,0 gearbeitet. 

Gegen emperaturen von 50° ist das in Frage kommende 
Ferment noch bestindig, wihrend ein 10 Minuten langes Erhitzen 
auf 70° schon eine starke Schidigung bewirkt. Nach 10 Minuten 
langem Erhitzen auf 90° findet keine Reaktion mehr statt. 








4 Stunden. Ansatz wie vorher py = 9,0 cem n/50-Siiure 
1. Beet ernitst wk kw mw 6,0 
2. 10 Minuten 50 Panay le, Le Signe ees 5,8 
Se ee ee 1,9 
4. 10 Wet: MRS co he he 0,0 





Bei diesen und allen folgenden Versuchen wurden natiir- 
lich Kontrollproben mit derselben Menge Organ aber ohne 
Histidinzusatz ausgefiihrt. Die in diesen enthaltenen Mengen 
Ammoniak sind immer gleich von den Proben abgezogen. Sie 
schwankten je nach den einzelnen Organen und Tierklassen 
zwischen 0,2—2,0 com n/50-Siure. 


Beispiel eines Versuches. 
Hundeorgane. Dauer des Versuches 7 Stunden. 








Organ eem n/50-Siiure 
See ae rr 15,5 
Te Oe ee 0,3 
gk ag, ee ee ee 0,2 
POORTORS 6 eR ee Se 8 0,2 
Darmschleimhaut . . . . . 0,2 
Sehilddriise ...... -. U,1 
SP er ae eee 0,2 
ee es ae ae x 0,3 





In dieser Art wurden eine gréBere Zahl von Tieren unter- 
sucht. Die Resultate sind in der folgenden T'abelle iiber- 
sichtlich zusammengestellt. 




















Zur Kenntnis des intermediiiren Stoffwechsels des Histidins. 111 


U bersichtstabelle. 
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Ks ergibt sich dabei als bemerkenswertes Resultat, daf 
alle untersuchten Tiere (beim Frosch wurde nur die Leber 
untersucht) in der Leber ein Ferment enthalten, das das 
Histidin unter Ammoniakbildung (nicht unter Harnstoffbildung) 
zerlegt, wihrend in allen anderen untersuchten Organen nichts 
oder nur minimalste Spuren eines derartigen Abbaues nach- 
weisbar sind. 

Der héchst charakteristische Unterschied in bezug auf die 
Arginase, wie er auf Grund unserer friiheren Untersuchungen 
(a. a. O.) zwischen Siugern und Végeln (Reptilien) feststellbar 
ist, scheint beim Histidinstofiwechsel nicht zu bestehen, zum 
mindesten ist er bei weitem nicht so augenscheinlich. 

Wie aus meinen und den Untersuchungen von Hunter 
und Dauphine, Clementi und Felix hervorgeht, zeichnet 
sich die Vogelniere durch ihr hohes Argininspaltungsvermégen 
und die Vogelleber durch ihre Arginasearmut aus. Da aber 
anderseits, wie soeben gezeigt wurde, die Vogelniere nicht die 
Hihigkeit besitzt, Histidin zu spalten, wohl aber die Vogel- 
leber, so ist wohl daraus der SchluB zu zichen, daB es sich 
bei der Histidinspaltung nicht um das gleiche Ferment handeln 
kann. Ks existiert demnach in der Leber ein auf Histidin 
elngestelltes Ferment, fiir welches ich den Namen ,, Histi- 
dase“ vorschlage. 
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Ks wurde nun versucht, den Chemismus der Histidase- 
spaltung aufzukliren. 

Bei der quantitativen Bestimmung des gebildeten Ammo- 
niaks zeigte es sich, daB von dem ganzen, als Histidin zu- 
gesetzten Stickstoff im giinstigsten Falle 62°/, als Ammoniak 
wiedergefunden wurden. 

Bei der Durchfithrung von 10 Versuchen ergaben sich 
immer Werte zwischen 58—62°/,. Dieser Wert wird gewohn- 
lich schon nach 10stiindiger Reaktionszeit erhalten, und er 
steigt nicht, wenn die Reaktionszeit auf 36 Stunden ausgedehnt 
wird. Setzt man nach dieser Zeit neue Fermentliésung zu, so 
bewirkt dies ebenfalls keine Steigerung der erhaltenen Ammo- 
niakmenge. Es handelt sich also schwerlich um ein sogen, 
falsches Gleichgewicht. 

Das Histinmolekiil enthalt drei Stickstoffatome. Wird nur 
die von Kotake und Konishi gefundene Urocaninsiure ge- 
bildet, so kénnen sich im giinstigsten Falle 33,3°/, Stickstoff 
als Ammoniak bilden. 

Es ist alo daraus mit absoluter Sicherheit fest- 
gestellt, daB nicht nureine Desaminierung an der e-Amino- 
eruppe stattfinden kann, sondern auch der Imidazolring ge- 
sprengt wird. Ob iiberhaupt eine Desaminierung am «-C- 
Atom stattfindet, bleibt vorliufig dahingestellt. 

Ks handelt sich daher vorliufig um die beiden Méglich- 
keiten: 

1. Entweder, es wird unter vollkommener Desaminierung 
das Histidinmolekiil durch das Ferment abgebaut und es bildet 
sich ein Gleichgewichtszustand aus, indem 1/, des Histidins 
unzersetzt bleibt, oder 

2. es wirkt die Histidase so, daB sie zwei von den drei 
im Histidin enthaltenen Stickstofiatomen als Ammoniak ab- 
spaltet, wobei noch Bruchstiicke unbekannter Natur [Acet- 
essigsiiure? (Dakin)] entstehen. 

Hs ist die erste Méglichkeit sehr unwahrscheinlich. Ge- 
rade diejenigen Versuche, bei denen nach neuerlichem Ferment- 
zusatz keine weitere Spaltung eintrat, sprechen dagegen. 

Wohl aber gewinnt die zweite Méglichkeit an Bedeutung, 











Zur Kenntnis des intermediiiren Stoffwechsels des Histidins. 113 


wenn man die erhaltenen Werte auf zersetztes Histidin um- 
rechnet. Bei vollstiindigem Abbau unter Abspaltung von zwei 
N-Atomen miissen sich 66,6°/, Stickstoff im Histidin ver- 
wandeln. Meine Werte waren: 

58, 58, 59,5, 59,0, 60,1, 60,3, 62,0, 61,9, 61,2. 

Man erhalt beim Mittelwert 60 dann einen maximalen 
Abbau von 90°/, des zugesetzten Histidins. Dies entspricht 
sehr gut den Werten, die man bei ihnlichen Versuchen findet. 

Ks wurde auch folgender Versuch mit gréBeren Mengen 
angestellt: 

200 com 1°/,ige Histidinlésung mit 100 cem Glycerin- 
leberextrakt unter Zusatz von Puffer 24 Stunden bei 38° 
digeriert. Dann unter Zusatz von Natriumsulfat und KEssig- 
siure enteiweiBt, das Filtrat mit Bleizucker geklirt und bei | 
sodaalkalischer Reaktion mit Sublimat gefallt. Der Queck- | 
silberniederschlag mit Schwefelwasserstoti zerlegt und das | 
Filtrat auf Histidinpikrolonat verarbeitet. 

Ks wurden nur 0,12 g Pikrolonat wiedergewonnen. Ks | 
kann somit unmdglich ?/, des Histidins unveraindert ge- | 
blieben sein. | 

Endlich galt es noch eine Méglichkeit zu untersuchen: | 
Es wire denkbar, dai die Gewebsextrakte einen Teil des ge- | 
bildeten Ammoniaks verbrauchen, indem z. B. bei der Gegen- 
wart ketogener Substanzen eine Synthese von Aminosduren 
statttindet, wie dies Embden und Schmitz z. B. fir die 
Bildung des Alanins feststellen konnten.') 

Ks wurde folgender Versuch angestellt: 

Eine neutrale Ammonchloridlésung von bekanntem Gehalt 
wurde mit Leberbrei und Extrakt digeriert und dann nach 
10 Stunden das Ammoniak nach Folin bestimmt: 

5ecem Ammonchlorid = 22,0 eem n/10-Siure. 

5 cem derselben Lisung + 5cem Extrakt ergaben nach Abzug der 
aus der Extraktkontrolle erhaltenen Ammoniakmenge: 

1. 22,3 cem n/50-Siure, 
2. 21,9 cem n/50-Siiure. 


Es ist somit kein Ammoniak verschwunden. Auf Grund 


) Biochem. Zs. Bd. 38, 8. 393 (1912). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLVII. 8 
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dieser Befunde besitzt die Anschauung wohl die gréBte Wahr- 
scheinlichkeit, daB die Histidase aus dem Histidin- 
molekiil 2 Atome Stickstoff als Ammoniak abspaltet. 

Dieses Resultat ist einerseits fiir die Frage nach dem im 
Organismus gebildeten Ammoniak von grofer Bedeutung 
Gyérgy und Réthler), und es ist eigentiimlich, daB die 
beiden Hexonbasen Arginin und Histidin durch zwei verschie- 
dene Fermente einmal Harnstoff, das andere Mal Ammoniak 
liefern. Anderseits gilt es noch, die anderen Produkte dieser 
Fermentreaktion zu kliren, sowie iiberhaupt die Histidase als 
Ferment besser zu charakterisieren. Ob allerdings die Histi- 
dasespaltung der einzige Weg ist, den der Histidinabbau gehen 
kann, muB noch der Gegenstand genauer Untersuchungen 
bleiben. Ackermann?) hat ja als erster zeigen kénnen, dab 
durch bakterielle Zersetzung Histamin aus Histidin gebildet 
wird. Ich bin mit der Bearbeitung dieser Fragen beschiftigt 
und méchte mir diese vorbehalten. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft spreche 
ich fiir die Gewihrung der Mittel zu dieser Untersuchung 
meinen Dank aus. 


1) Diese Zs. Bd. 65, S. 504 (1910). 











Zur Frage iiber die Anwendung 
des Massenwirkung'sgesetzes bei enzymatischen Zucker- 
und Glucosidspaltungen. 


Von 


Karl Josephson. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Mai 1926.) 


Die moderne Entwicklung der theoretischen Enzymchemie | 
fuBt im wesentlichen auf der von L. Michaelis‘) zuerst ex- | 
perimentell begriindeten Theorie, daB das Gleichgewicht zwischen | 
Knzym und Substrat (bei gewissen Kohlehydrat-spaltenden 
Enzymen) in aihnlicher Weise wie bei gewohnlichen chemischen 
Gleichgewichten zwischen in echten homogenen Lésungen befind- 
lichen, mit einander reaktionsfahigen Stoffen durch das Massen- | 
wirkungsgesetz in seiner einfachsten Form geregelt wird. | 
.Die Erwartung, daB sich dieser Versuch als besonders ent- 
wicklungsfiihig und fruchtbar erwiesen wiirde, hat sich voll be- 
stiitigt“, schreibt neuerdings H.v. Kuler?) beim Besprechen der 
srundlegenden Bedeutung der klassischen Michaelisschen 
Berechnung der Affinititskonstanten zwischen Saccharase und 
Rohrzucker. 

Wie ich friiher Gelegenheit hatte hervorzuheben, ist es 
auBer im Falle des rohrzuckerspaltenden Enzyms besonders 
betreffs einiger enzymatischer Glucosidspaltungen gelungen, 
die betreffende Betrachtungsweise mit groBem Erfolg durch- 
zufiihren. Nachdem durch die Untersuchungen von H.v. Kuler 
und J. Laurin’) die Berechtigung der Michaelisschen An- 


oe 





1) L, Michaelis und M. Menten, Biochem. Zs. Bd. 49, S. 333 (1913), | 
*) H. v. Euler, Chemie der Enzyme, I. Teil. 3. Aufl. Vorwort (1925). 
8) H. v. Euler und I. Laurin, Diese Zs. Bd. 110, S. 55 (1920). 

8 * 
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nahmen hinsichtlich des Systems Saccharase-Rohrzucker im 
wesentlichen bestiitigt waren, wurde dasselbe 'Thema in Wil!- 
stitters Laboratorium sowohl hinsichtlich der Saccharase !) 
wie hinsichtlich der Glucosidspaltungen?) aufgenommen. 

Die neueren Ergebnisse, zu welchen R. Kuhn bei seinen 
Studien iiber die relative Spezifitit der Saccharase zu den zwei 
Substraten Rohrzucker und Raffinose gekommen ist, miissen 
als sehr gute Bestitigungen der Richtigkeit der gemachten 
Voraussetzungen bei der Anwendung des Massenwirkungsgesetzes 
betrachtet werden, und diese, sowie die dbnlichen Befunde vou 
Willstiitter, Kuhn und Sobotka tiber die §-Glucosidase- 
wirkung des Emulsins, sowie die entsprechenden Untersuchungen 
iiber die Maltase («¢-Glucosidase) der Hefe haben die Wissen- 
schaft in hohem Ma8e getordert. 

Bei meinen eigenen Untersuchungen konnte ich erstens 
im Falle der Rohrzucker- und Raffinose- Spaltung*) die Iden- 
titiit der Saccharase und Raffinase, welche Kuhn angenommen 
hatte, bestatigen, und zwar wurde diese Identitiit unter An- 
wendung einer 4hnlichen Form des Massenwirkungsgesetzes, wie 
bei den Untersuchungen von Michaelis und Kuhn bewiesen, 
allerdings in anderer Weise als Kuhn die Identitiit der beiden 
Enzyme bewiesen hatte. Kuhn verglich namlich die Saccharase- 
und Raffinasewirkung verschiedener Invertinpriparate; ich stu- 
dierte die Hemmung der beiden Enzymwirkungen durch die- 
selben Stoffe, Fructose und Glucose. 

Waren somit schon durch diese Versuche und Berechnungen 
bedeutende Stiitzen fiir die Zuliissigkeit der Anwendung des 
Massenwirkungsgesetzes in seiner einfachsten Form bei den 
besprochenen Enzymreaktionen zusammengebracht, so méchte 
ich noch die Aufmerksamkeit auf die spiiteren Befunde eines 
eingehenden Studiums der Affinitiitsverhiltnisse der ?-Gluco- 
sidase des Emulsins hinlenken.*) 


1) R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, 8. 28 (1923). 

*) R. Willstitter, R. Kuhn und H. Sobotka, Diese Zs. Bd. 129, 
S. 33 (1923); Bd. 134, S, 224 (1923/24). 

5) K. Josephson, Diese Zs. Bd. 186, S. 62 (1924). 

*) K. Josephson, Diese Zs. Bd. 147, S.1 und 155 (1925). 
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1. Aus mehreren Versuchsreihen wurden aus dem Verlaut 
der Aktivitits-[S]-Kurven die folgenden Werte fiir die A ffinitiits- 
koustanten (Ky) der Verbindungen zwischen Ezym und Sub- 
strat berechnet: 

Substrat: p-Methylglucosid Salicin Helicin Arbutin 
Kar: un ~ 38 w OF we Oh 


2. Aus Hemmungsversuchen mit Glucose konnten bei An- 
wendung der vier oben aufgeziihlten Glucoside als Substrate 
aut Grund des Massenwirkungsgesetzes die Affinitiitskonstanten 
zwischen Glucose und dem entsprechenden Enzym _ berechnet 
werden. Die aus den einzelnen Versuchen mit ver- 
schiedenen Substraten berechneten Werte der Affini- 
titskonstante der Glucose-Enzymverbindungen 
stimmen gut miteinander iiberein, was bemerkenswert 
ist, wegen der groBen Verschiedenheit der Affinitits- 
konstanten der Enzym-Glucosidverbindungen. 

3. In ahnlicher Weise wie bei der Glucose libt sich die 
Hemmung durch Alkohole und Phenole theoretisch auf Grund 
des Massenwirkungsgesetzes verwerten. 

4, Beim Studium der enzymatischen Synthese des #-Methy]- 
glucosids aus Glucose und Methylalkohol wurde gezeigt, dai 
die durch Variation der Glucosekonzentration berechenbare 
Affinititskonstante der Glucose-Enzymverbindung denselben 
Wert besitzt wie die durch Hemmungsversuche ermittelte 
Affinititskonstante. Die Anwendung des Massenwirkungs- 
gesetzes in der gebrauchten Form fiihrt also zu einer 
Ubereinstimmung in die Affinititsverhiltnisse des 
Knzyms sowohl bei Spaltung wie Synthese des 
Substrats. 

Obwohl also nunmehr ein reicbhaltiges Material vorliegt, 
welches durch Anwendung moderner Methoden und unter Be- 
riicksichtigung der bekannten mitwirkenden Faktoren gesammelt 
wurde, und welches die Anwendbarkeit des Massenwirkungs- 
gesetzes bei den besprochenen Enzymreaktionen stiitzt, sucht 
S. G. Hedin?) anscheinend ohne auf alle diese von verschiedener 





1) $.G. Hedin, Diese Zs. Bd. 154, S. 252 (1926). 
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Seite gewonnenen Resultate Riicksicht zu nehmen, die Aut- 
merksamkeit darauf hinzulenken, daB nach seiner Ansicht ,.die 
Annahme, da die Enzymwirkung in der Weise durch das 
Massenwirkungsgesetz geregelt wird, daB beim Gleichgewicht 
zwischen Enzym (E), Substrat (S) und der Verbindung Enzym- 
Substrat (gy) die Gleichung 
[E — ]-[S—g] = -[¢] 

giiltig ist, wo die eingeklammerten Substanzen in molekularen 
Konzentrationen gerechnet werden und Kk die Dissoziations- 
konstante bedeutet, nicht mit dem Enzymzeitgesetz in Ein- 
klang steht“. 

Die Schwierigkeit bei der richtigen Beurteilung der 
vorliegenden Fragestellung legt darin, daB die molekulare 
Konzentration des Enzyms [/] nicht genau bekannt ist. Nur 
die angeniiherte GréBenordnung laBt sich aus gewissen Unter- 
suchungen schiitzen. Ich hatte bei meiner friiheren Diskussion 
die Schwierigkeiten hervorgehoben, welche durch diesen Mangel 
in unserem Wissen veranlaBt sind. Allerdings wurde schon 
damals gezeigt, da’, wenn die Konzentration des Enzyms von 
der GréBenordnung 107° n. oder kleiner ist, eine Gleich- 
gewichtskonstante von der angegebenen Art sich berechnen libBt. 
Hedin sagt nun, ,,fiir die Annahme eines so kleinen Wertes 
fir [gy] gibt aber Josephson keine triftigen Griinde an“. Ich 
hatte niimlich im Text?) die Frage mit folgenden Worten be- 
rithrt: ,,Uber die GréBenordnung von [E] und [g], ([g] mub ja 
immer ein Bruchteil von [E] sein), wissen wir noch nichts Be- 
stimmtes. Es diirite aber als wahrscheinlich angesehen werden 
kénnen, daB [KH] und [q] sehr klein sein miissen.“ Als Beleg 
dieser Ansicht wurde in einer FuBnote auf eine Besprechung 
der Frage hingewiesen, welche H.v. Euler’) mitgeteilt hat, 
sowie auf eine andere Stelle in meiner zitierten Abhandlung 
(S. 59), wo auch die Versuche, welche zu einer Schitzung von 
[EK] gefiihrt haben, beriihrt wurden. Wie man an der citierten 
Stelle in Eulers Buch ,,Die Chemie der Enzyme“ sieht, findet 


' K. Josephson, Diese Zs. Bd. 147, 8.1 und zwar 8. 56 (1925). 
*) H. vy. Euler, Chemie der Enzyme. I. Teil, 3. Aufl. 8.173 (1925). 
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Euler sogar einen noch kleineren Wert von [E] als nicht un- 
warscheinlich und schreibt weiter, dab sich ,,die Anhaltspunkte, 
welche man gegenwirtig iiber die molekulare Konzentration 
der Saccharase besitzt, mit dem in obiger Weise gefundenen 
Wert (107° — 107°) gut vereinbaren lassen“. Es liegen also 
tatsiichlich Griinde vor, welche die Berechtigung der Annahme, 
,daB [E] und [gm] sehr klein sein miissen“ stiitzen. 

Hedin versucht nun in einer anderen Weise sich eine 
Vorstellung dariiber zu schaffen, welche GréBe die mit dem 
Enzym verbundene Substratmenge annehmen kann. Hedin 
schreibt: ,Gaehen wir aber bei gegebener Enzymmenge von grofen 
Substratmengen zu kleineren, so fallt der totale Umsatz mit 
der Substratmenge, wihrend der Umsatz pro Substrateinheit 
steigt. SchlieBlich hért diese Steigung pro Substrateinheit 
auf und bei geniigend geringer Substratmenge ist der Umsatz 
der Substratmenge proportional. Wir haben also das Maximum 
des Umsatzes pro Substrateinheit, und da ich annehme, da 
bei diesem Maximum das vorhandene Substrat voll- 
stindig an das Enzym gebunden ist’), so scheint mir diese 
Annahme ebenso berechtigt als die von v. Kuler und Myrbick, 
sowie von Josephson gemachte Annahme, nach welcher eine 
gegebene Knzymmenge bei seiner maximalen Wirkung voll- 
kommen an das Substrat gebunden ist.?)\* 

Die Annahme Hedins, daB ,,bei dem Maximum des Um- 
satzes pro Substrateinheit das vorhandene Substrat vollstindig 
an das Enzym gebunden ist“, kann nicht mit den wahren 





‘) Von mir gesperrt. 

*) Vgl. hierzu aber die Besprechung dieser Frage bei Josephson, 
Diese Zs. Bd. 147, 8.1 und zwar 8S. 57—58 (1925). — Es sei an dieser 
Stelle auch die Aufmerksamkeit auf die tihnlichen Verhiltnisse bei der 
nichtenzymatischen Katalyse durch Siiuren und dem Gebiet der enzy- 
matischen Katalyse, wo der Reaktionskoeffizient erster Ordnung von der 
Substratkonzentration unabhiingig ist, hingelenkt. Je kleiner die Affini- 
tiitskonstante der Enzym-Substratverbindung ist, je gréBer ist das Kon- 
zentrationsgebiet, in welchem die Verhiiltnisse bei der enzymatischen 
Katalyse den Verhiiltnissen der nichtenzymatischen Siiurekatalyse, bei 
welcher ja die Affinititskonstante der Katalysator-Substratverbindung 
auch sehr klein angenommen werden muB, iihnlich sind. 
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Verhiltnissen zusammenfallen; sie fiihrt zu solchen Werten 
fiir das Molekular- oder Aquivalentgewicht des Enzyms, welche 
mit dem jetzigen Stand der chemischen Wissenschaft nicht ver- 
einbar sind. 

Als Beispiel bei der Beweisfiihrung nehmen wir den von 
Hedin gewahlten Versuch von vy. Euler und Laurin. Nach 
Hedin soll ,in dem eben zitierten Versuch von v. Kuler und 
Laurin bei 0,0104 n-Rohrzuckerkonzentration aller Zucker mit 
dem Enzym verbunden“ sein und hieraus muf die weitere Schlub- 
folgerung gezogen werden, daB die Konzentration des Enzyms 
eine ihnliche GréBe hat, und zwar miiBte die molekulare Enzym- 
konzentration die folgende GréBe annehmen, nimlich 


[E] > 0,0104, wenn auf ein Molekiil Enzym ein Molekiil 
Substrat kommt, 


= stil wenn auf ein Molekiil Enzym x Molekiile 


7% 





[Kk] > 
Substrat kommen. 


Im folgenden rechnen wir mit dem ersten Falle. Wenn 
der zweite Fall zutreffen sollte, ist anstatt des Molekular- 
gewichtes (M) das Aquivalentgewicht (A) einzusetzen. 

In dem Versuch von v. Kuler und Laurin?) waren nun 
in 140 ccm Totalvolumen der Reaktionsmischung 10 ccm der 
im Verhiltnis 1:200 verdiinnten Enzymlésung 3H vorhanden. 
Diese Enzymlisung 3H besa nach den Angaben v. Euler und 
Svanberg’) 7,0°/, Trockengewicht und zeigte die enzy- 
matische Aktivitiét If = 3,63. Die Menge Trockengewicht an 
Enzympriparat in den 140 ccm Reaktionsmischung beim 
Versuch von v. Kuler und Laurin betrug also 0,0035¢. Die 
Konzentration des Enzympriiparates (If = 3,63) betrug also 
0,025 g pro Liter. 

Wir fiihren zuerst die Rechnung weiter, indem wir vor- 
liiufig die Annahme machen, daf die ganze Menge des Enzym- 
priiparates als aktives Enzym vorhanden ist, und machen dann 


'! H. v. Euler und I. Laurin, Diese Zs. Bd. 110, 8.55 und zwar 
S. 67 (1920). 
2) H. v. Euler und O. Svanberg, Diese Zs. Bd. 107, S. 269 und 
zwar 8. 288 (1919). 
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die Korrektion wegen der groBen Gehalte an Verunreinigungen. 
Ohne Beriicksichtigung der Verunreinigungen finden wir also 
M < 0,025 0.0104 oder M< 2,4. 

Wenn wir nun weiter im Auge behalten, daf ein Priparat 
mit If = 3,63, wie das vony, Euler und Laurin dem damaligen 
Stand der Enzymreinigung entsprechend benutzte Praparat 3H, 
nur elmen geringen Gehalt an reinem aktiven Enzym enthilt, 
so zeigt die Berechnung noch deutlicher die Unhaltbarkeit 
der Hedinschen Annahme. 0,025 g Priiparat mit If = 3,63 
entsprechen nur 0,00018 g Priaparat mit If = 500, welcher 
Reinheitsgrad ja tatsichlich erreicht worden ist+); demgemiif 
wiirde sich unter Erhaltung von Hedins Annahme das 
Molekular- oder Aquivalentgewicht zu der GréSenordnung 

M < 0,00018/0,0104 oder M < 0,02 (!) 
berechnen lassen. 

Gehen wir dagegen von dem durch Diffusionsversuche 
experimentell begriindeten Wert M = 20000 aus, so kénnen wir 
umgekehrt die molekulare Konzentration des Enzyms beim 
obigen Versuch schitzen. Wir finden 

[EK] = 0,00018/20000 = 0,9- 107°, 
also eine GréBenordnung, welche der von v. Euler als wahr- 
scheinlich angegebenen nahe kommt. 

Gzanz unabhangig von den einleitungsweise besprochenen 
Resultaten, welche allein der hier hervorgetretenen Auffassung 
starke Stiitzen gegeben haben, finden wir also, daB fiir die An- 
wendung des Massenwirkungsgesetzes in der von Michaelis, 
Kuler, Willstatter, Kuhn und mir benutzten Form triftige 
(zriinde vorhanden sind. Die Annahme Hedins, .daB bei dem 
Maximum des Umsatzes pro Substrateinheit das vorhandene 
Substrat vollstiindig an das Enzym gebunden ist“, stehen aber 
aus den angegebenen Griinden mit dem gegenwirtigen Stand 
der Forschung nicht in Kinklang. 





') Vgl. R. Willstitter, K. Schneider und E. Wenzel, Diese Zs. 
Bd. 151, S. 1 (1926). 
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Enzymatische Spaltung von Dipeptiden. II. 
Von 
Hans y. Euler und Karl Josephson. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Mai 1926.) 


In der vorigen Mitteilung iiber enzymatische Spaltung von 
Dipeptiden!) wurden einige Versuche mitgeteilt, mit welchen 
wir eine eingehendere Untersuchung iiber die Wirkungsweise 
des dipeptidspaltenden Enzyms begonnen hatten. Die damals 
beschriebenen Versuche bezweckten also, Grundlagen fiir die 
Aufstellung einer Aktivititsformel 


OP 


g Enzympriparat 

zu erhalten, sowie die Aciditiitsbedingungen und Affinitits- 
verhiiltnisse (Aktivitits-[S]-Kurve) des Erepsins kennen zu 
lernen. Das p,-Optimum der Erepsinwirkung auf Glycyl- 
elycin als Substrat ergab sich nach unseren Versuchen zu 
Pp, = 3,0. Als erste Schitzung der Aifinititskonstante der 
Verbindung Erepsin—Glycylglycin wurde Ay, = etwa 15 an- 
gegeben, ein Wert, der sich auf die optimale Aciditiit 
bezieht. 

Fast gleichzeitig mit dem Erscheinen unserer Arbeit haben 
EK. Waldschmidt-Leitz und A. Schaffner?) neue und sehr 
bemerkenswerte Beitriige zur Kenntnis des Darmerepsins ver- 
Offentlicht. Die Ergebnisse von KE. Waldschmidt-Leitz und 
A. Schaffner stimmen beziiglich der Aktivitiit des Ausgangs- 
materials und der Resultate der kinetischen Untersuchungen 
im wesentlichen mit unseren Befunden iiberein. Nur hatten 


1) Euler u. Josephson, Chem. Ber. Bd. 59, S$. 226 (1926). 
*) Waldschmidt-Leitz u Schaffner, Diese Zs. Bd. 151, 5. 31 
(1926). 
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E. Waldschmidt-Leitz und A. Schaffner die optimale 
Wirkung des Krepsins zu p,, = 7,8 gefunden, wihrend wir 
p,, = 8,0 angegeben hatten. Die Verschiedenheiten sind ja 
gering und liegen kaum auBerhalb der Unsicherheiten in den 
Bestimmungen der Aciditaét und Reaktionsgeschwindigkeiten ; 
allerdings hat Waldschmidt-Leitz weder mit Schaffner 
noch mit Grassmann’?) mit Glycylglycin als Substrat Mes- 
sungen im p,-Gebiet 7,8—8,2 angegeben. Unseren neuen Ver- 
suchen nach ware das Optimum auf 7,9—8.0 zu verlegen. 

Wie wir schon friiher mehrmals betont haben, ist die 
Deutung des p,-Optimums der Spaltungsgeschwindigkeit bei 
Substraten wie Aminosiiuren und Proteinen noch schwieriger 
als bei Disacchariden und Glucosiden, da in ersteren Fillen 
noch die Salzbildung der betreffenden, als Ampholyte fungierenden 
Stoffe eine wesentliche Rolle spielen muf.*) Es bleibt noch 
durch weitere Versuche zu ermitteln, ob Aminosiuren nur als 
Anionen an die Peptidase gebunden werden. 

Bei einigen Substraten, welche einerseits von anorganischen 
Siuren oder Basen, andererseits von Enzymen hydrolysiert 
werden, ist als Arbeitshypothese die Vermutung geiiuBert 
worden *), dab, wie bei der Salzbildung zwischen katalysierender 
Siiure bzw. Base und Substrat, so auch bei der Verbindung 
des letzteren mit dem Enzym eine Enolisierung des Substrates 
eintritt, welches dadurch eine héhere Reaktionsfaihigkeit er- 
langt, also reaktionsvermittelnd wird. In welchem Mage dies 
bei den Aminosiiuren unter Umwandlung der Gruppe -CO-NH- 
der Fall ist miissen erst weitere Versuche zeigen. 

Mie vorliegende Untersuchung bezieht sich auf die Spezi- 


1) Waldschmidt-Leitzu. Grassmann, Diese Zs. Bd. 153, S. 250 
(1926). 

2 re , a . 3 Joo : 

*) Eine entsprechende Vermutung hat der eine von uns vor langerer 
Zeit (Euler, Allgem. Chem. der Enzyme, Bergmann 1910) hinsichtlich 
des Pepsins geiiuBert. Da die basischen Dissoziationskonstanten der 
Proteine etwa 100—1000 mal kleiner sind als die sauren Dissoziations- 
konstanten, so wird zur Uberfiihrung eines Proteins in das Kation ein 
relativ hoher Siureiiberschu8 erforderlich sein, wie denn ja das Magen- 
pepsin bekanntlich eine Aciditiit von etwa p;,; = 2 verlangt. 

*) Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 9, Nr. 30 (1926). 
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fitat des Dipeptid-spaltenden Knzyms; ferner haben wir 
uns die Frage gestellt, welche Gruppen des Substrates 
die Bindung an die Peptidase vermitteln kénnen. Wir 
haben versucht, aus der Hemmung der Peptidasewirkung durch 
verschiedene Stoffe bekannter Konstitution und ferner aus der 
Angreifbarkeit verschiedener Substrate Anhaltspunkte zur 
Lésung unseres Problems zu gewinnen, wie dies bei den zucker- 
und glucosidhydrolysierenden EKnzymen méglich war. Wenn 
auch nach den letzten Frfahrungen bei den bestuntersuchten 
Carbohydrasen die SchluBfolgerung aus solchen Hemmungs- 
erscheinungen wie die durch die Spaltungsprodukte der Sub- 
strate bewirkten Hemmungen nicht iiberschitzt werden diirfen, 
so glauben wir doch aus unseren im experimentellen Teil dieser 
Arbeit mitgeteilten Versuchen einige bestimmtere Schlub- 
folgerungen ziehen zu kénnen, hinsichtlich der Atomgruppen, 
durch welche das spaltbare Substrat an die Peptidase (das 
Erepsin) gebunden wird. Das Hemmungsvermégen des Glykokolls 
und Alanins sowie die negativen Ergebnisse an _ einigen 
Glykokollderivaten stehen mit den Erfahrungen iiber die Spalt- 
barkeit der Peptide in gutem Einklang: Wir schliefen aus 
unseren Versuchen, da8 die Bindung eines Substrats 
an das Erepsin aus Schweinsdarm wenigstens zum 
Teil durch eine freie Aminogruppe des Substrates 
vermittelt wird. 

Inwieweit auch andere Gruppen im Substrat fiir die 
jJindungsfiihigkeit an das Enzym mitbestimmend sind, ist noch 
nicht mdglich zu sagen. Jedenfalls scheinen uns die Ergeb- 
nisse iiber die Spaltbarkeit der von Th. Curtius zuerst be- 
schriebene Biuretbase 


NH, - CH,CO- NH- CH,CO - NH- CH,CO- NH - CH,COOC,H, 
dafiir zu sprechen, daB eine freie Carboxylgruppe im Substrat fiir 
die Bindung und Spaltung des Substrates nicht notwendig ist. 


Nachdem es E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck’) 
gelungen war, das Pankreastrypsin und Pankreaserepsin von- 


!) E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, Diese Zs. Bd. 147, 
S. 286 (1925). 
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einander zu trennen und ihre Wirkungen zu unterscheiden, 


trat die Frage in den Vordergrund, wie die Peptidase auf 


verschiedene Substrate spezifisch eingestellt ist. E. Wald- 
schmidt-Leitz und A. Schiiffner sind der Meinung, ..dai 
das enzymatisch einheitliche Erepsin spezifisch auf die 
Hydrolyse gewéhnlicher Peptide und nur auf diese 
eingestellt ist; weder ein Pepton der Pepsinverdauung noch 
ein Protamin oder Histon noch irgendein anderes Protein 
wird durch das reine Enzym“ nach den zitierten Forschern 
gespalten. ,Als spezifische Substrate zum Nachweis und zur 
Bestimmung des Erepsins wird man entgegen vielen in der 
Literatur empfohlenen Verfahren nur einfache Peptide, z. B. 
Di- oder Tripeptide, anwenden kénnen.* Wenn also aller- 
dings nicht nur Dipeptide, sondern nach EK. Waldschmidt- 
Leitz und A. Schiffner auch Tripeptide als spezifische Sub- 
strate fiir das Krepsin anzusehen sind, fragt man sich, wie 
lang die Peptidketten sein diirfen, damit die spezifische Ein- 
stellung auf das Enzym nicht verschwindet. Unserer Ansicht 
nach steht es noch nicht fest, ob es sich hier um absolute 
oder um relative Spezifitit handelt. Wir halten es fiir nicht 
ausgeschlossen, da die Affinitit eines Peptides zur Peptidase 
um so kleiner wird, je gréBere Radikale also an der die 
Bindung zum Enzym vermittelnden freien Aminogruppe an- 
gelagert sind. Auch die Geschwindigkeit des Zerfalls der an 
dem gemeinsamen Enzym gebundenen verschiedenen Substrate 
kann in hohem Grade wechseln. 

Wihrend also die Méglichkeit noch offen bleibt, dab die 
relative Spezifitiit des Erepsins fiir die Spaltung verschiedener 
Polypeptide eine wesentliche Rolle spielt, hat man zwischen 
Erepsin und Hippuricase einen absoluten Spezifitiitsunterschied 
anzunehmen.') Wihrend, wie erwihnt wurde, die freie Amino- 
gruppe eine wichtige Rolle bei der Bindung der Peptide an das 
EKrepsin zu besitzen scheint, diirfte die Hippuricase (des Histozyms) 
sich zum Teil an anderen Gruppen der Peptide anlagern.’) 


1) Siehe Clementi, Atti Accad. dei Lineei |5] Bd. 2, 8. 172 (1923). 
*) Vgl. hierzu auch die Versuche von I. A. Smorodinzew, Diese 
Zs. Bd. 124, 8. 123 (1923). 
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Experimenteller Teil. 


Wie bei unseren vorigen Versuchen kam auch jetzt die 
nach dem griindlichen Waschen des Darms abgeschabte Schleim- 
haut des Diinndarms vom Schwein als Ausgangsmaterial fiir 
die Enzymdarstellung zur Verwendung. Das Glycerinextrakt und 
die daraus gewonnenen, mit Alkohol getfillten Praparate zeigten 
iihnliche Aktivitiiten wie bei den friitheren Darstellungen.') Bei 
einem Glycerinextrakt wurde z. B. bei der Priifung der Aktivitiit 
mit 1 ccm in 25 ccm 0,05 n-Glycylglycinlésung (p,, = 7,9—38,0) 
die Reaktionskonstante 10-107~4 gemessen. Die Berechnung 
der Glycylglycinspaltungsfihigkeit (Gl. f) scheiterte daran, dab 
das Trockengewicht des Glycerinextraktes nicht geniigend 
bekannt war. Eine Berechnung wie die von EK. Waldschmidt- 
Leitz und A. Schaffner?) durchgefiihrte, wobei die Aktivitiit 
vor der Dialyse und das Trockengewicht nach derselben in 
die Rechnung eingesetzt wurde, ist unserer Ansicht nach nicht 
einwandfrei wegen der sehr groBen Inaktivierung wihrend 
der Dialyse. Worin diese Inaktivierung besteht, ist noch un- 
bekannt. 


Wir haben bis jetzt auf die weitere Reinigung des Enzym- 
materials verzichtet, da diese mit groBen Verlusten an Aktivitiit 
verbunden zu sein scheint. (Vgl. die Ergebnisse von Wald- 
schmidt-Leitz und Schiffner). 


Aktivitats-p,,-Kurve. 


Die in der folgenden Tabelle zusammengestellten neuen 
Versuche bestiitigen, wie schon eingangs erwihnt, unsere 
friiheren Angaben; wir nehmen demgemiB das Optimum im 
p,-Gebiet 7,9—8,0 an. 


1) Euler u. Josephson, Chem. Ber. Bd. 59, 8. 226 (1926). 
2) Waldschmidt-Leitz u. Schaffner, Diese Zs. Bd. 151, S. 31 
(1926). 
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Tabelle 1. 


Spaltung des Glycylglycins bei wechselnder Aciditiit. Erepsin aus 
Schweinedarm: Gl. f = 0,10 bzw. 0,14. Konzentration des Glyeylglycins 
01m. 25 ecem Reaktionsmischung. Elektrometrische py,-Bestimmungen 


nach €0—120 Minuten. 








Zunahme des Alkali- 
PH Minuten verbrauchs. i+ 104 i rel. 
eem 0,209 n-Ba(OH), 
— LU 2 ae PER ce CT sae ———————— — — — 
} 7,4 120 0,20 8.1 78 
gin 60 0,11 3,8). 
ts « - 6 . ; t 85 
si 150 0.26 3.3 f 3 
rats 60 0,18 $,0 ) 
60 0,13 4,0) | 
8, ? : ( 
is 150 0,30 gg { 4:0 100 
ee 120 0,10 1,5 | 
8,6 240 0.17 1,3 | 1,4 35 
7,0 240 0,40 3,3 5b 
* 60 0,16 5,0 | 
3 Or ; ; ¢ t 82 
™ 120 0,27 sa, 
Se 60 0,20 6,3 2 
an 120 0,35 5.7 f 18 
60 0,18 5,6) . : 
aa 120 0,28 45} 7 85 
8,3 120 0,26 4,2 70 














Hemmung der Glycylglycinspaltung durch Glykokoll. 


Die folgenden Tabellen 2 und 3 zeigen die Hemmung 
der Glycylglycinspaltung bei Zusatz von Glykokoll zum Reaktions- 
gemisch. Die Versuche mit je 2 com Glycerinextrakt in 25 cem 
Reaktionsmischung wurden unter Beriicksichtigung der optimalen 
Aciditit der Erepsinwirkung ausgefiihrt. Die im Versuch mit 
Glykokollzusatz hinzugesetzte Glykokollésung war also schon 
von vornherein durch Zusatz von NaOH auf die optimale 
Aciditit eingestellt. 
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Tabelle 2. Tabelle 3. 


0,1 n-Glycylglycin. 0,1 n-Glyeylglycin. 
0,2 n-Glykokoll. 








Zunahme des Alkali- Zunahme des Alkali 
Min. | py verbrauchs. Min. | py verbrauchs. 
cem 0,209 n-Ba(OH), cem 0,209 n-Ba(OH), 
0 7,9 -— 0 7.9 — 
D0 0,50 50 0,24 
65 0,65 65 0,29 
150 | 8,45 1.09 150 | 81 0,52 














Da es von vornherein nicht ausgeschlossen war, dab die 
Hemmung durch das angewandte Glykokollpraparat (Kahl- 
baum) aufeine in geringen Mengen beigemischte Verunreinigung 
zuriickzufiihren war, wurden vergleichende Versuche mit einem 
im hiesigen Laboratorium dargestellten und iiber die Glykokoll- 
kupferverbindung gereinigten Priparat ausgefiihrt. Das Er- 
gebnis war, dab die beiden Glykokollpriparate gleich starke 
Hemmung der Glycylglycinspaltung bewirkten: 








Tabelle 4. Tabelle 5. 
0,1 n-Glyeylglycin. 0,1 n-Glyeylglycin. 
Ohne Glykokolizusatz. 0,2n-Glykokollaus Glykokollkupfer. 
PH = 7,85 nach 12 Minuten. Po = 7,82 nach 15 Minuten. 
Zunahme des Alkali- Zunahme des Alkali- 
Minuten verbrauchs. Minuten | verbrauchs. 
eem 0,209 n-Ba(OH), cem 0,209 n-Ba(OH), 
25 0,22 25 0,09 
AT 0,35 60 0,16 
69 0,40 200 0,59 








Wie bei dem Versuch mit Kahlbaums Glykokoll war 
also die Reaktionsgeschwindigkeit durch den Zusatz des er- 
wihnten Glykokollpriparates auf weniger als die Hilfte der 
Reaktionsgeschwindigkeit ohne Glykokollzusatz herabgesetzt. 

Kine Versuchsreihe, welche die Abhangigkeit der Hemmung 
durch Glykokoll von der Aciditit bzw. Alkalinitat des Reaktions- 
mediums zeigt, findet sich in der Tabelle 7. Der vergleichende 





— 
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Versuch mit derselben Enzymlésung in Abwesenheit von 
Glykokoll bei Beginn der Reaktion findet sich in der Tabelle 6. 


Tabelle 6. 


0,1 n-Glyeylglyein. Ohne Glykokollzusatz. py = 7,84. 





Minuten 


20 
45 
60 


Zunahme des Alkaliverbrauchs. 
ecm 0,209 n-Ba(OH), 
| 0.29 
0,36 
0,41 





Tabelle 7. 


0,1 n-Glyeylglycin. 0,2 n-Glykokoll. 


Variation der Aciditit. 


Zu jedem Versuch 2 ccm Glycerinextrakt verdiinnt 1: 2. 





Pu 


7,09 
7,61 
7,87 
8.16 
8,44 








| Fanabme des Alkaliverbrauchs 


eem 0,209 n-Ba(OH), 


70 Min. 180 Min. | 280 Min. 
030 , 0,63 0,76 
025 046 | 0052 
0,21 0,44 | — 
O11 | 0,25 | li 
0,0 | 0,02 | o 


Diese Versuchsreihe zeigt, daB die Hemmung immer 
stirker wird, je mehr man sich vom Neutralpunkt nach der 
Seite stiirkerer Alkalinitit bewegt. Obwohl das p,,-Optimum 
der Glycylglycinspaltung bei p,, = 7,9—8,0 liegt, ist bei der 
Anwesenheit des Glykokolls die Reaktionsgeschwindigkeit in 
dem erwihnten Gebiet viel kleiner als beim Neutralpunkt. 
Wir deuten diese Versuchsreihe also so, daB isoelektrisches 
Glykokoll keine hemmenden Eigenschaften besitzt; bei be- 
ginnender Salzbildung an der Carboxylgruppe beginnt aber 
die Hemmung, sei es wegen der Anderung der Kigenschaften 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLVII. 9 
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130 Hans v. Euler und Karl Josephson, 


des Carboxyls bei der Salzbildung oder (wahrscheinlich) wegen der 
Freilegung der Aminogruppe des Glykokolls aus dem Zwitterion. 
Auffallende Ergebnisse von Abderhalden und Fodor!) 
werden in folgender Mitteilung besprochen. 
Die folgende Versuchsreihe bestitigt oben gewonnene Resul- 
tate beziiglich des Kinflusses der Aciditiét auf die Hemmung 
durch das Glykokoll. 


Tabelle 8. 
0,1 n-Glyeylglycin. 0,2 n-Glykokoll. 
Variation der Aciditit. 
Durch Alkoholfillung gereinigtes Priparat. 





Zunahme des Alkaliverbrauchs 


Pu 
eem 0,209 n-Ba(OH), 


bei Beginn | nach 
der Reaktion’ 20 Stunden 


20,5 Stunden Reaktionsdauer 


7,33 7,60 0,70 





7,48 | 5 0,46 
7,82 | 9,95 0,34 
7,92 | 8,03 0,15 
8,30 | —_ 0,0 
8,65 | — 0,0 


Bei diesem Versuch diirfte ailerdings der Umstand, dai 
das Enzym bei alkalischer Reaktion mehr als bei neutraler 
Reaktion zerstért wird, die Versuchsergebnisse beeinfluBt haben. 

Wir haben uns gefragt, ob die Hemmung durch das Spal- 
tungsprodukt auf eine Affinitaét zwischen Enzym und Spaltungs- 
produkt von &hnlicher Art wie die zwischen Knzym und Sub- 
strat, also durch die substratbindenden Gruppen des Enzyms 
vermittelt, zuriickgefiihrt werden kann; deswegen haben wir 
einige Versuche mit wechselnder Substratkonzentration aus- 
gefiihrt. Nach den in den folgenden Tabellen 9—14 an- 
gefiihrten Versuchsdaten scheint die Annahme, daf eine solche 
Affinitiit zwischen Enzym und Glykokoll wie die oben be- 
sprochene wirklich besteht, teilweise bestitigt zu werden. 
Weitere Versuche auf diesem Gebiet sind aber ndtig. 


1) Abderhalden und Fodor, Fermentf. Bd. 1, 8, 533 (1016). 
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Tabelle 9. 


0,05 n-Glyeylglycin. 














Zunahme des 














Min. | py, Alkaliverbrauchs 
ecm 0,209 n-Ba(OH), 
12 | 7,8 se 
30 0,23 
45 0,34 
G60 0,40 
Tabelle 11. 
0,1 n-Glycylglycin. 
Zunahme des 
Min.| pr Alkaliverbrauchs 
ecm 0,209 n-Ba(OH), 
12 | 7,8 _ 
20 0,16 
40 0,29 
6S 0.36 
Tabelle 13. 
0,2 n-Glyeylglycin. 
Zunahme des 
Min. | Py Alkaliverbrauchs 
eem 0,209 n-Ba(OH), 
12 | 7,8 _ 
30 0,25 
60 0,40 
90 0,54 








Tabelle 10. 


0,05 n-Glyeylglycin, 
0,2 n-Glykokoll. 











Zunahme des 
Alkaliverbrauchs 














Min, Pu 
eem 0,209 n-Ba(OH), 
15 7,8 om 
60 0,19 
90 0,25 
Tabelle 12. 
0,1 n-Glyeylglycin 
0,2 n-Glykokoll. 
Zunahme des 
Min.| py | Alkaliverbrauchs 
eem 0,209 n-Ba(OH), 
15 | 7,8 — 
40 0,14 
120 0,39 
Tabelle 14, 
0,2 n-Glycylglycin, 
0,2 n-Glykokoll. 
Zunahme des 
Min. | py Alkaliverbrauchs 
cem 0,209 n-Ba(OH), 
mt ts a 
60 0,27 
90 0,37 








” 





; 
; 
} 
| 
| 
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Im letzten Versuch mit 0,2 n-Glycylglycin wurde eine 
geringere Hemmung als bei den niedrigeren Substratkonzen- 
trationen beobachtet. Eine Verschiedenheit zwischen den 
Hemmungen bei den ersten zwei Versuchen mit 0,05 bzw. 
0,1 n-Glycylglycin wurde aber nicht mit Sicherheit festgestellt. 


Hemmung der Glycylglycinspaltung durch q@-Alanin. 

Das «-Alanin hat eine ihnliche Wirkung auf das Hrepsin 
wie Glykokoll. Die Hemmung ist nimlich fir beide Amino- 
siuren von derselben GréBenordnung, und wie die Hemmung 
durch Glykokoll in hohem Mae von der Aciditaét abhingig 
ist, so wird auch die Wirkung des Alanins durch die Aciditiit 
des Reaktionsmediums beeinfluBt. Die folgenden Tabellen 15 
und 16 zeigen die gefundene Hemmung bei dem optimalen p,, 
der Erepsinwirkung. 








Tabelle 15. Tabelle 16. 
0,1 n-Glyeylglycin. 0,1 n-Glycylglycin, 
0,2 n-«-Alanin (Kahlbaum) 
2 ecm Glycerinextrakt verd. 1:2. 2 ecm Glycerinextrakt verd. 1:2. 
Zunahme des Zunahme des 
Min.] py Alkaliverbrauchs Min.| py Alkaliverbrauchs 
ecm 0,209 n-Ba(OH), eem 0,209 n-Ba(OH), 
12 | 7.85 me 20 | 7,85 nin 
29 0,22 25 0,06 
47 0,35 60 0,10 
60 0,40 200 0,37 














Bei diesem Versuch war also die Hemmung noch groéfer 
als die durch eine fiquivalente Menge Glykokoll hervorgerufene. 
(Tab. 12.) Bei einer Substratkonzentration entsprechend 0,1 n- 
Glycylglyein wurde ja, wie erwahnt, die Reaktionsgeschwindig- 
keit durch Zusatz von 0,2 n-Glykokoll auf etwas weniger als 
die Hilfte der urspriinglichen Reaktionsgeschwindigkeit herab- 
gesetzt; bei Zusatz der Aiquivalenten Menge Alanin wurde aber 
die Reaktionsgeschwindigkeit 3—4mal kleiner gefunden als 
beim Versuch ohne Zusatz eines hemmenden Stoffes. 


. | 
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Kinige Versuche bei wechselnder Aciditit sind in der 
folgenden Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle 17. 
Hemmung der Glycylglycinspaltung durch a-Alanin bei wechselnder 
Aciditit. 0,1 n-Glyeylglycin. 0,2 n-Alanin. 
Zu jedem Versuch 2 cem Glycerinextrakt verdiinat 1: 2. 





Pr Zunahme des Alkaliverbrauchs 
5 — cem 0,209 n-Ba(OH), 
(Nach 60—100 Min.) spines 
45 Min. 100 Min. | 270 Min. 

6.67 0,15 0,18 | 0,32 
7,51 0,18 0,29 | 0,48 
7,83 0,13 0,20 0,39 
8,27 — 0,18 0,33 





Die hier mitgeteilten Versuche sollen durch solche iiber 
das Verhalten des f-Alanins ergiinzt werden. 


Verhalten des Erepsins zu Glykokollanhydrid und zu Harnstoff. 

Glykokollanhydrid (Diketopiperazin) wird von Erepsin nicht 
gespalten. Der folgende Versuch (‘Tabelle 18) zeigt allerdings, 
daB das Glykokollanhydrid eine Hemmung der Erepsinwirkung 
bewirkt. Das angewandte Anhydrid verbrauchte kein Alkali 
bei der Formoltitration und gab nicht die Ninhydrinreaktion. 
Die Aciditiit bei dem Versuch war die fiir die Glycylglycin- 
spaltung optimale. 


Tabelle 18. 
Hemmung der Glycylglycinspaltung durch Glykokollanhydrid. 














Zunahme des Alkaliverbrauchs — 
cem 0,209 n-Ba(OH), 
45 Min. | 90Min. | 180 Min. 
01 n-Glycylglyein . . . 027 | 065 | 097 . 
0,1 n-Glyeylglycin | | | 
+ 0,2 n-Diketopiperazin . . 0,21 | 0,40 | 0,59 | 


Um nihere Anhaltspunkte iiber diejenigen Kigenschaften | 
eines Substrates bzw. Spaltproduktes zu gewinnen, welche die 








a 
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Reaktionsfiihigkeit mit der Peptidase veranlassen, wurde ein 
Versuch mit Harnstoff ausgefiihrt. Das Ergebnis war, dai 
der Harnstoft die Erepsinwirkung nicht hemmt. 


Tabelle 19. 


Verhalten des Harnstoffs zu Erepsin. 








Zunahme des. Alkaliverbrauchs | 
cem 0,209 n-Ba(OH), 
30 Min. | 60 Min. | 90 Min. 
0,1 n-Glyeylglycin . . . 0,20 | 0,39 | 0,54 
0,1 n-Glyeylglycin | | 
+ 0,2 n-Harnstoff. . . . . 0,20 | 0,38 | 0,51 


Verhalten des Erepsins zu Acetursaure, Hippursaure 

und Benzoylglycylglycin. 

Ks wurde zuerst festgestellt, daB nach Kinfihren der Acety!- 
oder Benzoylgruppe in die Aminogruppe des Glykokolls, die 
Siuren Acetursiiture und Hippursiiure, welche ja die Peptid- 
bindung in ihren Molekiilen haben, von dem Erepsin nicht ge- 
spalten werden.') 

Die bei den Versuchen angewandte Acetursiure zeigte 
den Schmelzpunkt 202° Das Priparat von Hippursiure zeigte 
den Schmelzpunkt 187°. 


Tabelle 20. 


Priifung der Unspaltbarkeit der Acetursiiure durch Erepsin. 
0,1 n-Acetursiure. 
2 cem Glycerinextrakt verdiinnt 1: 2. 














Pr Verbrauchte cem 0,209 n-Ba(OH), bei Formoltitration 
_ 0 Min. | 135 Min. | 360 Min. 

1,56 0,17 | 0,17 | 0,19 

_ 0 Min. | 190 Min. 1080 Min. 

1,18 0,19 | 0,18 0,22 





1) Bzgl. Hippursiiure wird dadurch die Angabe von Clementi 
[Atti Acead. dei Linecei [5] II Bd. 32, 8. 172 (1923)] bestitigt. 
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Tabelle 21. 
Priifung der Unspaltbarkeit der Hippursiiure durch Erepsin. 
0,1 n-Hippursiure. 


2cem Glycerinextrakt verdiinnt 1: 2. 





PH Verbrauchte cem 0,209 n-Ba(OH), bei Formolextraktion 
s OQ Min. 135 Min. 360 Min. 
ms 0,13 0,12 0,13 
! 
Se Q Min. 190 Min. | 1080 Min. 
oe 0,13 0,11 | 0,11 
| 
. QO Min. 24 Std. | 48 Std. 
7.8 
i 0,04 0,06 0,05 





Der folgende Versuch zeigt nun weiter, daB auch die 
Acetursiiure die Krepsinwirkung auf Glycylglycin nicht hemmt. 


Tabelle 22. 


Py = 7,8 bei Beginn der Reaktion in beiden Versuchen. 





Zunahme des Alkaliverbrauchs 
cem 0,209 n-Ba(OH), 


eee | 120 Min. 
0.05 n-Glycylglycin 0,22 0,35 
0,05 n-Glycylglycin 0,23 0,34 


0,1 n-Acetursiure 





Wahrend das Glykokoll, wenn seine Aminogruppe frei und 
unverindert ist, eine Wirkung auf das Erepsin besitzt, so ist 
diese Wirkung bei Veriinderung der freien Aminogruppe z. B. 
durch Acetylierung, aufgehoben. 


Hatten also die oben mitgeteilten Versuche Stiitzen fiir 
die Auffassung geliefert, daB eine freie Aminogruppe fir 
die Bindung der Aminosiuren an das Erepsin notwendig ist, 
so wurden weitere Bestitigungen bei der Untersuchung des 
benzoylierten Glycylglycins, also des Benzoylglycylglycins, er- 
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halten. Es wurde namlich festgestellt, daB das Benzoyl- 
glycylglycin weder vom Erepsin gespalten wird, noch die 
Erepsinwirkung auf Glycylglycin hemmt. 

Das bei den im folgenden mitgeteilten Versuchen an- 
gewandte Benzoylglycylglycin, war nach der von E. Fischer?) 


angegebenen Methode dargestellt, und hatte den Schmelz- 
punkt 208°. 


Tabelle 23. 


Priifung der Unspaltbarkeit des Benzoylglycylglycins durch Erepsin bei 
wechselnder Aciditiit. 
0,1 n-Benzoylglyeylglycin. 


Zu jedem Versuch 2 ccm Glycerinextrakt verdiinnt 1: 2. 




















Pu Verbrauchte cem 0,209 n-Ba(OH), bei Formoltitration. 
= 7 “* seen — ns — oe join tanaenSaaaueseenacunenssenennannNUaND onan 

0Std. | 1 Std. 22 Std. 45 Std. 
ne 0,11 0,12 0,14 0,11 

, 0 Std. 2Std. | 22 Std. 45 Std. 
42 0,10 0,09  o2 0,08 

‘ 0 Std. 20 Std. 42 Std. 
as 0,14 0,14 0,11 - 

7 OStd. | 1Std. | 22 Sta, 45 Std. 
ad 0,11 | 0,10 | 0.11 0,12 








Unsere Ergebnisse bestitigen also die friiheren Angaben 
von Toru Imai’) iiber die Unspaltbarkeit des Benzoylglycyl- 
glycins durch Erepsin. 


Der EKinflu8 des Benzoylglycylglycins auf die Spaltung des 
Glycylglycins durch dasselbe Enzym wurde im folgenden Ver- 
such untersucht. Eine Hemmung scheint nicht vorhanden 
zu sein. 


1) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 38, S. 668 (1905). 
*) Toru Imai, Diese Zs. Bd. 136, S. 205 (1924). 
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Tabelle 24. Tabelle 25. 
0,05 n-Glycylglycin. 


0/05 mSttyeyigiyem. 0,09 n-Benzoylglycylglycin. 














Zunahme des Alkali- Zunahme des Alkali- 
Min. | Py verbrauchs. Min. | py verbrauchs. 
cem 0,209 n-Ba(OH), cem 0,209 n-Ba(OH), 
10 | 7,77 so 15 | 7,75 saa 
25 0,15 25 0,15 
45 0,25 45 0,23 
120 0,47 120 0,42 














Verhalten des Erepsins zur Biuretbase (Curtius): 
NH, -CH,CO-(NH-CH,CO-),NH-CH,-CO0C,H.. 

Nachdem wir gefunden hatten, daB sehr wahrscheinlich 
eine freie Aminogruppe vorhanden sein muB, um ein Sub- 
strat mit dem Erepsin reaktionsfihig zu machen, haben 
wir weiter versucht unsere Kenntnisse iiber die Kigenschaften, 
die fiir die Bindung zwischen Peptidase und Peptiden ver- 
antwortlich sein kénnen, zu vertiefen. Wir haben uns dabei 
zuerst gefragt, ob neben einer freien Aminogruppe im Substrat 
noch ein freies Carboxyl vorhanden sein mub. Als erstes Sub- 
strat wurde dabei die von Th. Curtius beschriebene Biuret- 
base, NH,-CH,CO.(NH-CH,CO-),NH-CH,-COOC,H,, gewahlt. 
Die Biuretbase wurde nach den Vorschriften von Curtius?) 
durch Kondensation des reinen Glykokollesters in trockener 
Atherlésung dargestellt. In der Biuretbase ist ja eine freie 
Aminogruppe noch vorhanden, wihrend die Carboxylgruppe 
des Polypeptids verestert ist. 

Als Ergebnis der in den folgenden 'labellen 26 und 27 
wiedergegebenen Versuche finden wir nun, daB die Biuret- 
base durch das angewandte Erepsinpriparat gespalten wird. 
Wie weiter unten gezeigt wird, hatte das Erepsinpriparat keine 
oder héchstens eine sehr geringe Wirkung auf Wittepepton | 
und wir kénnen also die Spaltung der Biuretbase mit groler | 
Wahrscheinlichkeit auf die Peptidase zuriickfiihren. 


) Th. Curtius, Chem. Ber. Bd. 37, 8. 1284 (1904). 


| 
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Tabelle 26. Tabelle 27. 
Spaltung der Biuretbase durch Spaltung der Biuretbase durch 
Erepsin. Lrepsin. 
0,1 n-Biuretbase. 0,1 n-Biuretbase. 
2 cem Glycerinextrakt verd. 1: 2. 2 cem Glycerinextrakt verd. 1: 2. 
Zunahme des Alkali- Zunahme des Alkali- 
Min.] py verbrauchs. Min. ! py verbrauchs. 
ecm 0,209 n-Ba(OH), eem 0,209 n-Ba(OH) 
5 | 8,37 _ 10 | 8,35 — 
120] | 0,10 240 | 0,25 
390 | 0,50 1180 | 1,03 
400 | 8,13 a 1200 | 7,79 - 














AuBer durch die Zunahme des Alkaliverbrauchs bei der 
Formoltitration bekundet sich die Spaltung der Biuretbase 
durch die Anderung der Aciditit. Wegen der recht stark 
basischen EKigenschaften der Biuretbase und der sauren Kigen- 
schaften der Spaltungsprodukte geht die Acidititsiinderung von 
stiirkerer Alkalinitiit zu stiirkerer Aciditiit; die Acidititsinde- 
rung geht also in der umgekehrten Richtung wie bei der 
Spaltung des Glycylglycins. 


Priifung des Verhaltens unseres Glycerinextraktes gegen 
Pepton (Witte). 

Das von uns bei den obigen Versuchen angewandte 
Glycerinextrakt aus dem griindlich gewaschenen Diinndarm von 
Schweinen zeigte schon in diesem Stadium der Reinheit kein 
oder nur geringes Spaltungsvermégen gegeniiber Wittepepton. 


Tabelle 28. 


2°), Pepton (Witte) + Alkali. 
Pu = 7,84. 
2cem Glycerinextrakt verdiinnt 1: 2. 











Min Aciditiitsverbrauch bei der Formoltitration. 
eem 0,209 n-Ba(OH), 
0 0,64 
20 0,65 
120 0,65 
240 0,69 
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Obwohl das angewandte Erepsinpriiparat eine so geringe 
Wirkung auf das Pepton besaB, ist es vielleicht bemerkens- 
wert, daB die Spaltungsgeschwindigkeit bei der Spaltung des 
Glycylglycins durch das Pepton stark herabgesetzt wurde. 











Tabelle 28. Tabelle 30. 
0,1 n-Glyeylglyein. 0,1 n-Glycylglyein + 2°/, Wittepepton. 
Py bei Beginn der Reaktion 7,74. Py bei Beginn der Reaktion 7,74. 
2 ecm Glycerinextrakt verd. 1: 2. 2 ecm Glycerinextrakt verd. 1: 2. 
| Zunahme des Alkali- Zunahme des Alkali- 
Min. verbrauchs. Min. verbrauchs. 
cem 0,209 n-Ba(OH), eem 0,209 n-Ba(OH), 
30 0,16 30 0.07 
15 0,38 15 0,15 
130 0,57 130 0,21 








Bestandteile des Wittepeptons erscheinen also von der 
Peptidase gebunden zu werden. Es ist somit in Erwigung zu 
ziehen, da die Verschiedenheit zwischen dem dipeptidspalten- 
den Enzym und dem peptonspaltenden EKnzym von relativ 
spezifischer Art sein kann. 




















Weitere Studien 
tiber isomere Formen von 2,5-Dioxo-piperazinen. 


Uber die Einwirkung von Ozon auf die Enol- und Ketoform 
von 2,5-Dioxo-piperazinen und ferner auf Dipeptide. 
Von 
Emil Abderhalden und Ernst Sehwab. 


Aus dem Physiologischen Institute der Universitat Halle.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6. Juni 1926.) 


Unser Ziel war, nachdem es gegliickt ist, neben der Keto- 
form von 2,5-Dioxo-piperazinen die Enolform in freiem Zustande 
zu gewinnen, einmal weitere Beweise fiir die eine oder andere 
Strukturform beizubringen und dann Methoden ausfindig zu 
machen, die es gestatten, beide Formen voneinander zu trennen. 
Zur Lésung der ersteren Aufgabe haben wir Ozon angewandt. 
Ks lie® sich zeigen, daf die Enolform ein Ozonid lieferte, 
wihrend dies bei der Ketoform — mit Ausnahme beim 
Glycinanhydrids — nicht der Fall war. Der weitere Aus- 
bau dieser Methode wird es méglich machen, die Frage zu 
entscheiden, in welchem Mengenverhiltnis die Keto- und Enol- 
form von 2,5-Dioxo-piperazinen vorliegt, wenn ein Gemisch 
von beiden Verbindungen vorhanden ist. Zur Isolierung der 
Enolform eignet sich nach den bisherigen Erfahrungen das 
Silbersalz. Bekanntlich gelingt es ohne Schwierigkeiten, das 
Silbersalz des Glycinanhydrids herzustellen, wahrend es bei den 
anderen 2,5-Dioxo-piperazinen bis jetzt nicht gelungen ist, das 
gleiche Salz zur Abscheidung zu bringen. Liegt die Knolform 
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vor, dann fallt nach Zusatz von mit Ammoniak genau neu- 
tralisiertem Silbernitrat ein schwer lésliches Silbersalz aus. 
Wir sind dabei, diese Methode an einer Anzahl von Beispielen 
durchzufiithren und zugleich die Frage zu entscheiden, welche 
Struktur die gewonnenen Silberverbindungen haben. Es wird 
von Interesse sein, zu priifen, welche Struktur dem Silbersalz 
des Glycinanhydrids zukommt, d.h. die Frage zu entscheiden, 
worauf es beruht, da® das in gewodhnlicher Weise gewonnene 
Glycinanhydrid eine Silberverbindung liefert, wiihrend die 
iibrigen nach gleichen Methoden gewonnenen 2,5-Dioxo-piper- 
azine sich anders verhalten. Einen Fingerzeig liefert in dieser 
Richtung vielleicht die Beobachtung, daf Glycinanhydrid in 
beiden Formen, wenn auch in quantitiv verschiedener Menge, 
ein Ozonid liefert. Die gepriiften Dipeptide erwiesen 
sich unter den angewandten Bedingungen gegeniiber 
Ozon nicht widerstandsfihig. 


Experimenteller Teil. 
Leucyl-glycinanhydrid, Enolform. 

Das Anhydrid wurde durch zweistiindiges Erhitzen von 
Leucyl-glycin mit Anilin im Olbad dargestellt. Es wurde nach 
Entfernung des Anilins mittels Athers zweimal aus Athyl- 
alkohol umkrystallisiert. Fiir die Oxydation wurde jeweils 1 g, 
gelést in trockenem Chloroform, angewandt und 6 Stunden der 
Ozonwirkung ausgesetzt. Aus der Lisung schied sich wihrend 
des Kinleitens allmihlich ein farbloses Ol ab, das nach be- 
endeter Reaktion im Scheidetrichter von der specifisch schwereren 
Chloroformschicht abgetrennt wurde. Letztere wurde vorsichtig 
im Vakuum bei méglichst niederer Temperatur eingeengt; von 
ausgeschiedenem Anhydrid (Ketoform) wurde abfiltriert und 
die Lisung weiterhin eingedampft. Es blieb zuletzt noch eine 
kleinere Menge des ziemlich zihfliissigen, stechend riechenden 
Ols zuriick; es kann aus wenig Methylalkohol durch Petrol- 
ither umgefillt werden. Es wurden die fiir Ozonide charakte- 
ristischen Reaktionen damit erhalten: nach Zersetzung mit 
Wasser wurden die Wasserstoffperoxydreaktionen mit Titan- 














Weitere Studien 
tiber isomere Formen von 2,5-Dioxo-piperazinen. 


Uber die Einwirkung von Ozon auf die Enol- und Ketoform 
von 2,5-Dioxo-piperazinen und ferner auf Dipeptide. 
Von 
Emil Abderhalden und Ernst Schwab. 


Aus dem Physiologischen Institute der Universitit Halle.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6. Juni 1926.) 


Unser Ziel war, nachdem es gegliickt ist, neben der Keto- 
form von 2,5-Dioxo-piperazinen die Enolform in freiem Zustande 
zu gewinnen, einmal weitere Beweise fiir die eine oder andere 
Strukturform beizubringen und dann Methoden ausfindig zu 
machen, die es gestatten, beide Formen voneinander zu trennen. 
Zur Lésung der ersteren Aufgabe haben wir Ozon angewandt. 
Ks lieB sich zeigen, da8& die Enolform ein Ozonid lieferte, 
wihrend dies bei der Ketoform — mit Ausnahme beim 
Glycinanhydrids — nicht der | Fall war. Der weitere Aus- 
bau dieser Methode wird es /miglich machen, die Frage zu 
entscheiden, in welchem Mengenverhiltnis die Keto- und Enol- 
form von 2,5-Dioxo-piperazinen vorliegt, wenn ein Gemisch 
von beiden Verbindungen vorhanden ist. Zur Isolierung der 
Enolform eignet sich nach’ den bisherigen Erfahrungen das 
Silbersalz. Bekanntlichgelingt es ohne Schwierigkeiten, das 
Silbersalz des Glycinankydrids herzustellen, wihrend es bei den 
anderen 2,5-Dioxo-piperazinen bis jetzt nicht gelungen ist, das 
gleiche Salz zur Abscheidung zu bringen. Liegt die Enolform 





























Weitere Studien tiber isomere Formen von 2,5-Dioxy-piperazinen. 141] 


vor, dann fallt nach Zusatz von mit Ammoniak genau neu- 
tralisiertem Silbernitrat ein schwer ldsliches Silbersalz aus. 
Wir sind dabei, diese Methode an einer Anzahl von Beispielen 
durchzufithren und zugleich die Frage zu entscheiden, welche 
Struktur die gewonnenen Silberverbindungen haben. Es wird 
von Interesse sein, zu priifen, welche Struktur dem Silbersalz 
des Glycinanhydrids zukommt, d.h. die Frage zu entscheiden, 
worauf es beruht, da& das in gewdhnlicher Weise gewonnene 
Glycinanhydrid eine Silberverbindung liefert, wiihrend die 
iibrigen nach gleichen Methoden gewonnenen 2,5-Dioxo-piper- 
azine sich anders verhalten. Einen Fingerzeig liefert in dieser 
Richtung vielleicht die Beobachtung, daf Glycinanhydrid in 
beiden Formen, wenn auch in quantitiv verschiedener Menge, 
ein Ozonid lefert. Die gepriiften Dipeptide erwiesen 
sich unter den angewandten Bedingungen gegeniiber 
Ozon nicht widerstandsfahig. 


Experimenteller Teil. 


Leucyl-glycinanhydrid, Enolform. 


Das Anhydrid wurde durch zweistiindiges Erhitzen von 
Leucyl-glycin mit Anilin im Olbad dargestellt. Es wurde nach 
Entfernung des Anilins mittels Athers zweimal aus Athyl- 
alkohol umkrystallisiert. Fiir die Oxydation wurde jeweils 1 g, 
gelist in trockenem Chloroform, angewandt und 6 Stunden der 
Ozonwirkung ausgesetzt. Aus der Lisung schied sich wihrend 
des Einleitens allmihlich ein farbloses Ol ab, das nach be- 
endeter Reaktion im Scheidetrichter von der specifisch schwereren 
Chloroformschicht abgetrennt wurde. Letztere wurde vorsichtig 
im Vakuum bei méglichst niederer Temperatur eingeengt; von 
ausgeschiedenem Anhydrid (Ketoform) wurde abfiltriert und 
die Lésung weiterhin eingedampft. Es blieb zuletzt noch eine 
kleinere Menge des ziemlich zihflissigen, stechend riechenden 
Ols zuriick; es kann aus wenig Methylalkohol durch Petrol- 
ither umgefiillt werden. Es wurden die fiir Ozonide charakte- 
ristischen Reaktionen damit erhalten: nach Zersetzung mit 
Wasser wurden die Wasserstoffperoxydreaktionen mit Titan- 
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schwefelsiiure und Chromsiiure erhalten; mit konz. Schwefelsiiure 
trat Zersetzung unter Gasentwicklung (Sauerstoff) ein; Kalium- 
permanganatlésung wurde entfirbt; aus Jodkalilésung wurde 
Jod in Freiheit gesetzt. Kerner wurde ammoniakalische Silber- 
lésung reduziert. 

Gewohnlich wurden 30—40°/, des Anhydrids in Ketoform 
zuriickerhalten; in einem Falle wurde aber die nahezu voll- 
stindige Umwandlung des Anhydrids in das Ozonid beob- 
achtet. 

Kisessig erwies sich als Oxydationsmedium ungeeignet, da 
beim HKindampfen des Eisessigs das Ozonid sich bereits bei 
45—9U°" zersetzte. 

Zur Aufarbeitung des Ozonids wurde ein Teil mit carbonat- 
freier Lauge erwiirmt, wobei Desaminierung und Decarb- 
oxylierung eintrat; das Ammoniak gab sich schon durch den 
Geruch zu erkennen und wurde auBerdem mit NeBlers 
Reagens identifiziert; die CO,-Abspaltung wurde durch Zer- 
setzung des EKindampfriickstands mit verdiinnter Salzsiiure 
und Kinleiten des entweichenden Gases in Barytlauge nach- 
gewlesen. 

Die Hauptmenge des Ozonids wurde mit schwach ammonia- 
kalischer, verdiinnter Wasserstofiperoxydlésung in der Wirme 
behandelt, die Lisung darauf eingedampft, der Riickstand mit 
verdiinnter Salzsiure iibergossen und wiederholt mit Ather 
extrahiert. Die atherische Lésung wurde mit Kaliumcarbonat 
durchgeschiittelt, und der Ather verjagt. Der fliissige Riick- 
stand zeigte Fettsiuregeruch. Er wurde mit Ammoniak ab- 
gedampft, und das Ammoniumsalz mit wiBriger Silbernitrat- 
lisung umgesetzt. Der entstandene Niederschlag erwies sich 
als das Silbersalz der Valeriansiiure. Er wurde durch 
wiederholtes Waschen mit Alkohol gereinigt. 


0,0284 g Substanz gaben 0,0145 g Ag 
0,0396 ¢g " » 09,0201 g 


+P] 


C.H,O, Ag Ber. Ag 51,65°%, Gef. Ag 51,06; 50,76°,. 
C,H,,0, Ag a ee 
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Die Oxydation diirite folgendermaBen verlaufen: 


O—O—O 
| | 
C,H,.C=C(OH) C,H, .C———C(OB) 
HNC SNH —> HNC NH + 21,0 
\ / \ caer ie 
(HO)C=CH (HO)C--—-CH 
0—O0—0 
C.H,.C=0 O=C.0H C,H,.CO.NH, + NH,.CHO 
HNC + NH + 2H,0, —> ¥ + 2C0, 
Ceti Ousk C,H,. COOH + CO, + 2NH, . 


OH H 


Leucylglycinanhydrid, Ketoform. 

Die Substanz wurde aus dem Methylester des Leucyl- 
glycins durch Umsetzen des Hydrochlorids mit methylalkoholi- 
schem Ammoniak in der Kialte dargestellt. Die Ketoform 
wurde unter genaa gleichen Bedingungen, wie die Enolform, 
mit Ozon behandelt. Ozonidbildung fand hier nicht statt. Die 
Chloroitormlésung firbte sich beim Einengen im Vakuum gelb- 
braun. Der gréBte Teil des Anhydrids wurde unveriandert 
zuriickerhalten, 0,7—0,8 g aus 1 g Ausgangsmaterial. Der 
Schmelzpunkt lag bei 241°. Beim Kindampfen der Chloroform- 
lésung zur Trockne verblieb ein brauner, sirupéser Riickstand, 
der noch positive Anhydridreaktionen mit Pikrinsiure und 
Dinitrobenzoesiiure, gab. Ein einheitliches Produkt konnte aber 
nicht mehr isoliert werden. 


Alaninanhydrid. 

Die Enolform stellten wir durch Erhitzen von 0-Alanin- 
anhydrid, aus 0-Alaninithylester erhalten, mit Anilin dar. Das 
von Anilin befreite, gelb getiirbte Produkt wurde aus verdiinntem 
Alkohol unter Zusatz von Tierkohle gereinigt. Es zeigte eine 
Drehung von [@]» = — 6,07°, waihrend das Ausgangsprodukt 
26,4° nach links drehte. 

Die Ozonisierung, die in Chloroform vorgenommen wurde, 
sowie die weitere Aufarbeitung erfolgte wie beim Leucyl- 
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glycinanhydrid. Es fand auch hier Ozonidbildung statt, die 
durch die dafiir charakteristischen Reaktionen erwiesen wurde. 
Die bei der Autarbeitung des Ozonids erhaltene Kssigsiiure 
wurde durch die Kakodylreaktion, sowie durch ihr Silbersalz, 
das iiber das Alkalisalz hergestellt wurde, nachgewiesen. 

0,0305 g Substanz gaben 0,0195 g Ag 

C,H,O, Ag Ber. Ag 64,69 °/, Gef. Ag 63,9 

Die Ausbeute an Ozonid war hier etwas geringer als beim 
Leucyl-glycinanhydrid, was offenbar durch stiirkere Bildung 
der Ketoform beim ReinigungsprozeB bedingt ist. 

Die Ketotorm des Anhydrids bildete kein Ozonid. 
Aus 1 g wurden 0,6 g Anhydrid unverindert zuriickerhalten: 
der Rest bildete eine braune halbfeste Masse, die nicht zum 
Krystallisieren gebracht werden konnte. 


Glycyl-d-alaninanhydrid. 
1g der EKnolform wurde in fein pulverisiertem Zustand 
in Chloroformsuspension der Ozonbehandlung  unterworten. 
Nach wenigen Stunden war die Substanz in Lésung gegangen, 
und nach beendeter Reaktion hatte sich an der Wandung des 
GefiiBes eine farblose, ziihfliissige, stechend riechende dGlige 
Masse abgeschieden, die nach AbgieBen der Chloroformlésung 
mit Methylalkohol herausgelést wurde. Das dlige Produkt 
gab die iiblichen Ozonidreaktionen. Die Ausbeute betrug etwa 
30°). 
Aus Chloroform konnte nur sehr wenig unveriindertes 
Anhydrid wieder gewonnen werden; der gréBte Teil hatte sich 
in einen dunkelbraunen Sirup verwandelt. 
Bei der Ketoform des Glycyl-d-alaninanhydrids 
konnte keine Ozonidbildung festgestellt werden. 


Glycinanhydrid. 


Bei der Behandlung der beiden isomeren Formen des 
Diketopiperazins mit Ozon konnten im Gegensatz zu den iibrigen 
Anhydriden keine prinzipiellen Unterschiede gefunden werden, 
indem in beiden Fiillen Ozonide erhalten wurden, die Ausbeute 
wies allerdings quantitative Unterschiede aut; sie betrug bei 
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der enolisierten Form etwa 30—40°/,, bei der gewéhnlichen 
§—10°/,. Die Oxydation wurde auch hier in Chloroform durch- 
gefiihrt, worin die Anhydride suspendiert werden. Die Ozon- 
einwirkung dauerte 6 Stunden. Das enolisierte Produkt ging 
dabei ziemlich rasch in Lésung, wihrend von der Ketoform 
am Schiusse noch eine betrachtliche Menge ungelést blieb. Die 
Ozonide wurden in O6liger Form erhalten, sie waren etwas 
diinnfliissiger als bei den iibrigen Anhydriden. Simtliche 
charakteristischen Reaktionen fielen positiv aus; auffallend war 
das starke Reduktionsvermégen der mit Wasser erhaltenen 
Spaltprodukte. 
Bei der Behandlung von 


Dipeptiden 


mit Ozon, die wihrend sechsstiindiger Dauer in Chloroform- 
suspension durchgefiihrt und mit Leucyl-glycin, Alanyl-glycin, 
Glycyl-¢-aminocaprylsiure und Glycyl-glycin angestellt wurde, 
war keine tiefergehende chemische Verinderung festzustellen, 
Die Substanzen wurden fast quantitativ in Form ihrer salz- 


sauren Salze — die Salzsiure entstammte dem tellwelse zer- 
setzten Chloroform — wiedergewonnen. 


~~ ' . 134 , °.4 ~ . ‘ , 1 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLVII. 10 











Vergleichende Untersuchung’ 
iiber das Verhalten von Oxypyrrolincarbonsiure und 
Pyrrolidoncarbonsiure gegenitiber Ozon. 
Von 
Emil Abderhalden und Ernst Schwab. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitiit Halle a. 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. Juni 1926.) 


Im Anschlu8 an die vorangehende Mitteilung?) iiber die 
Umwandlung von Pyrrolidoncarbonsiure in Oxypyrrolincarbon- 
siiure sei itiber das Verhalten beider Verbindungen gegeniiber 
Ozon berichtet: 

1 g Oxypyrrolincarbons&ure wurde in 50 ccm Chloro- 
form suspendiert und 4 Stunden lang ozonisiert. Der Gasstrom 
war so geregelt, daB in einer Minute 130 ccm Sauerstoff die 
Apparatur passierten. Die Konzentration an Ozon_ betrug 
9,7°/,. Die Saure verwandelte sich rasch in ein etwas gelblich 
gefiirbtes Ol, das sich auf dem Chloroform ansammelte und 
von dem es im Scheidetrichter abgetrennt wurde. Das dlige 
Produkt gab simtliche Ozonidreaktionen. Die mit Wasser zer- 
setzte Lisung zeigte stark ausgeprigtes Reduktionsvermégen 
gegeniiber Fehlingscher Lésung und ammoniakalischer Silber- 
lésung. Beim Erwairmen mit Wasser wurde CO, abgespalten, 
die durch Auffangen in Barytlauge nachgewiesen wurde. 
Desaminierung trat nicht aut. 

Das Ozonid behandelten wir mit Silberoxyd nach Tollens. 
Aus dem dabei erhaltenen Niederschlag konnte noch keine 
einheitlich zusammengesetzte Silberverbindung abgetrennt werden. 
Die abfiltrierte wiibrige Lésung wurde zur Trockne verdampit 


') Emil Abderhalden und E. Schwab, Diese Zs. Bd. 153, S. 88 
(1925). 


————————— 
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und der Riickstand mit Athylalkohol extrahiert. Nach lingerem 
Stehenlassen der alkoholischen Loésung schieden sich feine 
Nidelchen aus, die spinnengewebsartig miteinander verfilzt 
waren. Die Verbindung ist lichtempfindlich und zersetzt sich 
im Capillarrdhrchen bei 107° Die Analyse laiBt auf folgende 
Verbindung schlieBen 
CHO.CH,.CH.COOAg. 
NH, 

Die Ausbeute betrug 0,08 g. 

0,0412 g Subst. gaben 0,0201 g Ag. 

C,H,O,NAg Ber. Ag 48,18°/, Gef. Ag 48,73 °),. 


Die Untersuchung wird fortgesetzt mit dem Ziel, auf diesem 
Wege zur Asparaginsiiure zu gelangen. 


Bei der Pyrrolidoncarbonsiure, die unter denselben 
Umstinden wie die isomere Verbindung mit Ozon behandelt 
wurde, konnte keine Einwirkung festgestellt werden. Die Siure 
wurde fast quantitativ unveriindert zuriickgewonnen. Das 
sleiche indifferente Verhalten von Aminosiiuren gegen Ozon 
stellten C. Harries und Langheld fest’). 

In Hinsicht auf die Darstellung der Oxypyrrolincarbonsiure 
sei nachgetragen, daB je nach den gewiahlten Bedingungen, 
wie Dauer des Erhitzens und Menge des Kondensationsmittels — 
bei der Darstellungsangabe Bd. 1538, 8. 90 in dieser Zeitschrift 
steht versehentlich Anilin statt Diphenylamin — noch ver- 
schiedene andere Produkte entstehen, mit deren Aufklirung 
wir noch beschiiftigt sind. 


') Piese Zs. Bd. 51, 8. 374 (1907). 


10* 




















Uber die gelben Chromatophorenfarbstofte 
der héheren Pflanzen. 


Von 


Harald Kylin. 


‘Aus dem botanischen Laboratorium der Universitat Lund, Schweden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Juni 1926.) 


Besonders durch die Untersuchungen von Goppelsroeder 
(1901, S. 164) ist es wohlbekannt, daB man griin und gelb 
gefirbte Binder erhilt, wenn man einen Filtrierpapierstreifen 
in ein alkoholisches Extrakt griiner Blatter auf solche Weise 
einhingt, daB das Extrakt vom Papierstreifen aufgezogen werden 
kann. Ist das Extrakt schwicher alkoholisch, so bekommt 
man ein griines Band und unmittelbar oberhalb dieses ein 
gelbes, ist das Extrakt dagegen stirker alkoholisch, so be- 
kommt man etwas unterhalb des griinen Bandes noch ein 
gelbes (bis gelbbraunes) Band. Zwischen der Zone der Bander 
und der Obertliche des Extraktes legt immer eine ziemlich 
breite Zone von schwach griinlicher Farbe; oberhalb der Zone 
der Binder licet eine farblose Zone. Das unterste gelbe 
Band wird vom Karotin verursacht, das griine Band von den 
beiden Chlorophyllmodifikationen und das oberste gelbe Band 
vom Xanthophyll. 

Die oben erwiihnte Farbanalyse wird von Goppel- 
sroeder Kapillaranalyse genannt, und die Tatsache, daB man 
gefirbte Binder bekommt, wird von diesem Forscher durch. 
die verschiedene Adsorptionsfihigkeit des Filtrierpapierstreifens 
fiir die verschiedenen I arbstoffe erklirt. Tswett (1906, 8.392) 
gibt dagegen eine ganz andere Erklirung, indem er behauntet, 
.die verschiedenen Farbstoffe werden nach dem Grade ihrer 
Unldslichkeit in schwachem Alkohol prizipitiert*; zuerst dus 
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Kxarotin, dann die beiden Chlorophylle zusammen und dann 
die Xanthophylle. Es ist wahrscheinlich, daB sowohl die Ad- 
sorptions- als die Léslichkeitsverhiltnisse fiir die Bildung von 
gefiirbten Bindern bei der Analyse eines Extraktes griiner 
Blatter verantwortlich sind, es scheint mir aber, als ob die 
Léslichkeitsverhiltnisse in erster Linie verantwortlich seien, 
wenigstens so welt es sich auf die Verteilung der gelben 
Farbstoffe bezieht. 

Zufallig wurden im Sommer 1925 folgende Versuche ge- 
macht. Frische Blatter von Achillea millefolium wurden 
wiihrend eines ‘Tages im Dunkel mit 96°/,igem Alkohol extra- 
hiert und das Extrakt dann in bezug aut die vorhandenen 
Farbstoffe nach der oben erwahnten Methode von Goppel- 
sroeder untersucht. Die Analyse zeigte vier gefiirbte Bander, 
und zwar zwei gelbe und zwei griine. Das zweite griine Band 
trat unmittelbar oberhalb des Xanthophyllbandes auf, war 
aber weniger kriftig als das normal unterhalb des Xantho- 
phyllbandes auftretende griine Band. In Versuchen, wo die 
Blatter 2 Tage lang extrahiert worden waren, war das extra 
auftretende griine Band etwa gleich kraftig als das normal 
auftretende; in Versuchen dagegen, wo die bliatter nur zwei 
Stunden extrahiert worden waren, trat kein extra griines Band 
auf. Extrahiert man die frischen Blatter von Achillea 
millefolium im siedenden Alkohol, tritt bei der Farbanalyse 
nur das normale griine Band unterhalb des Xanthophyllbandes 
auf, und dies auch in dem Falle, daB man das extrahierte 
Material im Extrakte liegen liBt und die Probe in dieser 
Weise mehrere Tage aufbewahrt. 

Das oben erwihnte Auftreten zweier griiner Bander in dem 
Kalle, da® das Extrahieren ohne Erhitzung geschieht, lait sich 
folgendermafen erkliren. Von Willstatter und Stoll (1910, 
S. 18) ist es nachgewiesen worden, da in den Blattern ein 
besonderes Enzym, Chlorophyllase, vorhanden ist, welches das 
natiirliche Chlorophyll, das Phytylchlorophyllid, in Athylchloro- 
phyllid iiberfiihrt, wenn die Blatter in Athylalkohol extrahiert 
werden. — Es gibt enzymreiche und enzymarme Pflanzen. 
Als enzymreich werden von Willstitter und Stoll unter 


2  — 
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anderen Heracleum, Galeopsis und Lamium angefiilrt, 
als enzymarm unter anderen Urtica, Platanus und Taxus. 
-—— Wihrend des Extrahierens der Blitter in der Kilte bildet 
sich also aus dem Chlorophyll nach und nach Athylchloro- 
phyllid, und das Auftreten dieses Stoffes gibt sich bei der 
Farbenanalyse nach Goppelsroeder durch das Auftreten 
eines zweiten griinen Bandes oberhalb des Xanthophyllbandes 
zu erkennen. Beim Extrahieren in der Wirme wird aber das 
Enzym zerstért; Athylchlorophyllid wird dann nicht gebildet, 
und das zweite griine Band kann nicht auftreten. — Zu be- 
merken ist, daB das Band des Athylchlorophyllides héher liegt 
als dasjenige des Chlorophylls. Ware die oben erwihnte Be- 
hauptung von ’swett, daB die verschiedenen Farbstofie nach 
dem Grade ihrer Unloslichkeit in schwachem Alkohol prizi- 
pitiert werden, vollig richtig, so miiBte man die SchluBfolge- 
rung ziehen, daB Athylchlorophyllid in wiiBrigem Alkoho! 
lislicher ist als Chlorophyll. Nun sagt aber Willstitter 
(1924, 8.50), dab der Ersatz der Phytolgruppe durch den 
Athylrest eine Verminderung der Lislichkeit in verschiedenen 
Solvenzien bewirkt. 

Im September 1925 wurden einige héhere Pflanzen in 
bezug auf ihre Chromatophorenfarbstoffe nach der Filtrier- 
papiermethode von Goppelsroeder untersucht. Hs zeigte 
sich dann, daB das oben erwihnte zweite griine Band, das 
Band des Athylchlorophyllides, bei verschiedenen Pflanzen 
nicht gleichzeitig autzutreten begann. Bei einigen Pflanzen 
war es moéglich, das zweite griine Band schon nach einer 
Extraktionszeit von 2 Stunden zu bekommen; bei diesen war 
nach einer Extraktionszeit von einem Tage das normale griine 
Band unterhalb des Xantophyllbandes kaum mehr zu erhalten. 
Bei anderen Pilanzen trat das zweite griine Band erst nach 
einer Extraktionszeit von einem Tage auf, bei anderen wieder 
konnte man dieses Band kaum erhalten. Offenbar steht dic 
Liinge der Extraktionszeit, die notwendig ist, um das zweite 
griine Band zu bekommen, mit dem Enzymreichtum der ver- 
schiedenen Pflanzen im Zusammenhang. Je kiirzere Extrak- 
tionszeit, um so gréfSere Enzymmengen; je lingere Extrak- 
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tionszeit, um so geringere Enzymmengen. Die untersuchten 
Pflanzen kénnen in folgende Gruppen geteilt werden: 


1. Enzymreiche Pflanzen: 


Lamium album Heracleum sibiricum. 
2. Mabig enzymreiche Pflanzen: 


Achillea millefolium Aesculus hippocastanum 
Sambucus nigra Asplenium filix mas. 


3. Enzymarme Pflanzen: 


Platanus orientalis Tradescantia virginiana 
Urtica dioica Larix decidua. 


Xanthophyll und Phylloxanthin. Die gelben Farb- 
stofte in den alkoholischen Extrakten griiner Blatter habe ich 
in folgender Weise untersucht. Zu den Versuchen wurden 
immer frische Blitter benutzt, die zuerst zerschnitten und dann 
entweder wiihrend 5—10 Minuten in der Siedehitze oder wiih- 
rend eines Tages in der Kilte extrahiert wurden. Beide Ex- 
traktionsmethoden sind fiir die Untersuchung der gelben 
Farbstoffe gleich gut. Zum Zwecke der Verseifung des Chloro- 
phylls wird das Extrakt mit etwas Natronlauge versetzt, und 
die gelben Farbstoffe dann mit Ather ausgeschiittelt. Die 
itherische Schicht wird ein paarmal mit Wasser gewaschen 
und in eine kleine Glasschale eingegossen. Man versetzt 
dann die gelbe Atherlisung mit einem bis zwei Volumen 
96°/,iger Alkohol. In die so erhaltene Lésung steckt man 
einen Filtrierpapierstreifen in der Weise, daB der griéBte Teil 
des Streifens in der Luft frei emporragt. Die Lésung wird 
hinaufgesaugt und es bilden sich nach einigen Minuten zwei 
gelbe Binder, die in einem Abstand von 6 bis 10 mm von- 
einander liegen. Das unterste orangefarbige Band besteht aus 
Karotin, das obere orangegelb gefiirbte Band dagegen aus 
Xanthophyll. 

Wenn man die beiden oben erwihnten Bander etwas 
niher untersucht, findet man, daB das obere nicht vollig 
homogen ist, indem der obere Rand dieses Bandes mehr rein 











152 Harald Kylin, 


gelb, der untere Rand dagegen mehr orangefarbig ist. Es 
scheint, als ob das Xanthophyllband aus zwei verschiedenen 
Farbstoffen bestehen wiirde, und daB es sich auch wirklich so 
verhalt, kann man leicht dadurch demonstrieren, daB man ein 
Stiickchen des Papierstreifens mit den gefirbten Biandern 
herausschneidet und dann in 20°/,ige Salzsiure hineinlegt. 
Der obere Rand des Xanthophyllbandes farbt sich dann un- 
mittelbar griin, um nach und nach mehr bDlaugriin bis blau 
gefarbt zu werden, der untere Rand dieses Bandes veriindert 
sich dagegen nicht unmittelbar, wird aber nach und nach ent- 
firbt, ohne aber einen Farbenumschlag ins Griine zu zeigen. 
Das Karotinband verhilt sich in derselben Weise wie der 
untere Rand des Xanthophyllbandes. Verwendet man anstatt 
20°/,ige Salzsiure eine stark verdiinnte Siure (etwa 2°/,ige), 
ist der oben erwaihnte Farbumschlag ins Griine erst nach 
mehreren Stunden zu beobachten. 

Die Versuchsanordnung kann man in der Weise ver- 
indern, dafS man die Glasschale mit der Farbstofflésung in 
ein etwa 15 cm hohes Becherglas hineinsetzt. Die Farbstoff- 
lésung wird dann von dem Papierstreifen héher heraufgesogen 
und die Bander werden in gré8erem Abstand voneinander ge- 
bildet. Mit dieser Versuchsanordnung wird das Xanthophyll- 
band in 2 Bander zerlegt, die etwa 2—3 mm voneinander 
entfernt sind. Das obere von diesen beiden Bindern ist 
schwefelgelb, das untere orangegelb; weit unterhalb dieser 
beiden Bander sieht man das orangefarbige Karotinband. 

Alle oben erwiahnten Pflanzen, die in bezug auf ihren 
gréBeren oder geringeren Gehalt an Chlorophyllase untersucht 
worden sind, sind auch hinsichtlich des Vorkommens von zwei 
verschiedenen Xanthophyllmodifikationen gepriift worden. Bei 
allen war es leicht, das Vorhandensein von zwei Modifikationen 
festzustellen, und es scheint mir deshalb wahrscheinlich, dai 
wir es bei allen héheren griinen Pflanzen mit zwei Xanthophyll- 
modifikationen zu tun haben. 

Von Willstatter und Mieg (1907, S. 6) ist aus griinen 
Bijittern ein Xanthophyll isoliert worden; die Analyse ergab 
die Formel C,,H,.0,. Willstatter und Stoll (1913, 8. 243) 











Uber die gelben Chromatophorenfarbstoffe der héheren Pflanzen. 153 


behaupten, da8 dieses Xanthophyll in alkoholischer Liésung 
mit etwas konzentrierter Salzsiiure versetzt, keinen Farb- 
umschlag gebe. Durch meine Untersuchungen ist es aber 
sichergestellt, da in den griinen Blaittern auch eine Xantho- 
phyllmodifikation vorkommt, welche in alkoholischer Lésung 
mit etwas konzentrierter Salzsiiure versetzt, einen Farb- 
umschlag ins Griine gibt. Ich werde diese Xanthephyllmodi- 
fikation Phylloxanthin nennen. Dieser Name ist zuerst von 
Fremy (1860, 8.410) benutzt worden. Nach den Unter- 
suchungsmethoden dieses Forschers (wenigstens, wenn er seine 
Chlorophyllextrakte mit Aluminiumhydrat behandelte) geht in- 
dessen hervor, da8 Phylloxanthin einen Sammelnamen aller 
gelben Chromatophorenfarbstoffe der héheren Pflanzen dar- 
stellt, es scheint mir aber zweckmifig, diesen alten Namen | 
aufzunehmen und ibn mit derjenigen Xanthophylimodifikation, | 
die bei der Behandlung mit verdiinnter Salzsiure einen Farb- | 
umschlag ins Griine zeigt, zu verkniipfen. — Das Phyllo- 
xanthin von EK. Shunck (1891, 8. 306) stellt ein Zersetzungs- 
produkt des Chlorophylls bei Behandlung mit Salzsiiure dar: 
dieser Name hat sich aber in der Chemie des Chlorophylls 
nicht eingebiirgert. — Der Name Xanthophyll stammt von 
Berzelius (1837, S. 261) und bezieht sich auf die mit Alkohol 
extrahierbaren Farbstofie der gelben Herbstblitter.') 
Die Beobachtung, daB es in den griinen Blattern der 
héheren Pflanzen zwei Nanthophyllmodifikationen gibt, ist nicht 
neu. Schon Sorby (1873, 8. 458) beschreibt die beiden 
Modifikationen, und zwar unter den Namen ,,xanthophyll 
und ,yellow xanthophyll* (Sorbys ,orange xanthophyll* ist 
Karotin) und hebt besonders hervor, daB das ,xanthophyll* in 





1) Das Chrysophyll von Sorby (1871, S. 64) ist ein gerbstoffartiger 
Stoff aus vergilbten Herbstbliittern (vgl. Sorby 1871, 8S. 222), das 
Chrysophyll von Hartsen (1875, 8. 136) dagegen am niichsten ein 
Sammelname der karotinoiden Farbstofte der griinen Blatter. E.Shuncks 
Chrysophyll (1888, S, 449) ist Karotin, und Bougarels Erythrophyll 
(1877, S. 448) stellt ebenfalls am niichsten Karotin dar. Das Erythro- 
phyll von Berzelius (1837, S. 266) ist Anthozyan. Das Xanthin von 
C. Kraus (1875, S.157) und Dippel (1878, 8.21) bezieht sich am 
nichsten auf Karotin. 








| 
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alkoholischer Liésung bei Behandlung mit Salzsiiure keinen 
Farbumschlag zeigt, daB aber das ,yellow xanthophyll“ dabei 
einen Farbumschlag ins Blaugriine gibt. C. A. Shunck 
(1904, S. 171) nennt die beiden Modifikationen L. Xanthophy]l 
und 5. Xanthophyll (= yellow xanthophyll), und Tswett (1906, 
S. 3888—390) nennt sie Xanthophyll « und Xanthophyll 2. 
Die Modifikation @ gibt bei der Behandlung mit Salzsiure 
keinen Farbumschlag, die Modifikation @ dagegen einen Far)- 
umschlag ins Griine. — Nach Tswett (1906, 8. 890) soll das 
Xanthophyll « seinerseits aus mehreren Modifikationen be- 
stehen, die ¢,@’ und «&” genannt werden. 

Folgende Unterschiede zwischen Xanthophyll und Phyllo- 
xanthin mégen hervorgehoben werden. Phylloxanthin ist in 
verdiinntem Alkohol etwas léslicher als Xanthophyll; die Farbe 
des Phylloxanthins ist rein gelb, Xanthophyll ist dagegen mehr 
orangefarbig; in alkoholischer Lésung zeigt das Phylloxanthin 
bei der Behandlung mit verdiinnter Salzsiure einen Farb- 
umschlag ins Griine, Blaugriine bis Blane, Xantophyll gibt 
seinen solchen Harbumschlag. 

Rhodoxanthin. Bei meinen oben erwiihnten Unter- 
suchungen tiber das Vorkommen von zwei Xanthophyllmodi- 
fikationen bei den hédheren Pilanzen wurde beobachtet, dai 
ein schmales rotes Band zwischen dem Karotin- und dem 
Xanthophyllband, 1m allgemeinen unmittelbar unterhalb des 
letzteren Bandes, auftrat. Die Beobachtung wurde zuerst in 
bezug auf Aesculus hippocastanum und Laminum album 
gemacht, spiiter gelang es mir aber auch betrefis aller oben 
erwihnten Ptanzen, die hinsichtlich der Chlorophyllase unter- 
sucht worden waren, das rote Band nachzuweisen. Das rote 
Band tritt etwas spiiter als die beiden gelben auf, wird aber 
nach und nach von dem Xanthophyllband verdeckt. Hs ist 
ofienbar, daB der Farbstoff, der das rote Band verursacht, im 
Vergleich mit Karotin, Xanthophyll und Phylloxanthin nur in 
sehr geringen Mengen vorhanden ist. 

Der rote Chromatophorenfarbstotf, der neben dem gelben 
Farbstoffe in den griinen Blittern vorhanden ist, ist auch 
folgendermaBen nachweisbar. Der alkoholische Blattextrakt 
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wird zum Zwecke der Verseifung des Chlorophylls mit etwas 
Natronlauge versetzt und dann mit Petrolaither ausgeschiittelt. 
Die Petrolatherschicht wird abgegossen und die Alkoholschicht 
von neuem mit Petrolither und dazu noch eine geringe Menge 
Wasser versetzt und dann wieder ausgeschiittelt. Dieses Ver- 
fahren wird noch einmal wiederholt. Die drei so erhaltenen 
Petrolitherlésungen werden dann jede fiir sich mit 96°/,igem 
Alkohol ausgeschiittelt, und man erhilt so drei gelbfarbige 
Alkohollésungen, die in kleine Glasschalen aufgegossen werden. 
Nach Zusatz je einer gleichen Menge 96°/,igem Alkohol werden 
die Lésungen in bezug auf die vorhandenen Farbstoffe nach 
der oben erwiihnten Methode von Goppelsroeder untersucht. 
Ks ergibt sich folgendes Resultat. In der ersten Alkohollésung 
ist Karotin und Xanthophyll leicht nachweisbar, Phylloxanthin 
dagegen iiberhaupt nicht oder nur mit groBer Schwierigkeit; 
unterhalb des Xanthophyllbandes ist oft ein schmales rotes 
Band zu beobachten. In der zweiten Alkohollésung ist Karotin 
kaum vorhanden; Xanthophyll und Phylloxanthin sind leicht 
nachweisbar; unterhalb des Xanthophyllbandes bekommt man 
im allgemeinen ein schmales rotes Band. In der dritten 
Alkohollésung ist nur Xanthophy!l und Phylloxanthin nach- 
weisbar; es ist offenbar, da in dieser Liésung die Phyllo- 
xanthinmenge gréber ist als die Nanthophyllmenge. 

Durch die oben erwihnten Untersuchungen ist nach- 
gewiesen worden, daB es in den griinen Blittern der héheren 
Pflanzen neben Karotin, Xanthophyll und Phylloxanthin auch 
geringe Mengen eines roten Farbstoffes gibt. In bezug aut 
die Léslichkeitsverhiltnisse gehért dieser rote farbstoff zu den 
Xanthophyllen im weiteren Sinne dieses Wortes, unterscheidet 
sich aber von diesen durch seine rote Farbe. Es ist in 
Alkohol etwas schwieriger léslich als das typische Xanthophyi, 
und zeigt keinen Farbumschlag bei der Behandlung mit ver- 
diinnter Salzsiiure, die Farbe wird aber dabei nach und nach 
verbleicht. 


Zu diesem Punkte war meine Untersuchung Ende Sep- 
tember 1925 fortgeschritten. Es war nun notwendig, fiir den 
oben erwihnten roten Farbstcfi einen Namen zu _ schatien. 
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Zwar zur rechten Zeit bekam ich dann eine Arbeit von 
Lippmaa mit dem Titel: ,,Das Rhodoxanthin“, in welcher iiber 
einen in den sogenannten vegetativen Chromoplasten vorkom- 
menden roten Farbstoff des niheren berichtet wurde. Dieser 
Farbstoff ist von Monteverde und Lubimenko (19138, S. 1105) 
Rhodoxanthin genannt worden. Tswett (1911, S. 788) hatte 
indessen diesen Farbstoff schon zwei Jahre friiher in den im 
Winter braun verfirbten Nadeln einiger Coniferen nachgewiesen, 
und ihn dann Thuiorhodin genannt. 

Es war kaum zu bezweifeln, daB der von mir in den 
normalen griinen Blaittern nachgewiesene rote Farbstoff mit 
dem Rhodoxanthin der vegetativen Chromoplasten identisch 
sel, Nun behauptet aber Lippmaa (1925, S. 74), dab Rhodo- 
xanthin in den griinen Chloroplasten nicht vorhanden sei. Die 
Unterschiede zwischen den Chromo- und Chloroplasten wiren 
nicht bloB quantitativer sondern auch qualitativer Natur. In 
den Chloroplasten sollte das Rhodoxanthin fehlen, in den 
Chromoplasten wire es dagegen in reichen Mengen neben 
geringen Mengen von Chlorophyll, Karotin und Xanthophyll vor- 
handen. Meiner Meinung nach sind die Farbstoffe den beiden 
Arten von Plastiden dieselben, verschieden sind nur ihre 
Mengenverhiltnisse. 

Die Identitéit des roten Xanthophylls der griinen Blitter 
mit dem Rhodoxanthin mu8 aber niher gepriift werden. Nach 
den Untersuchungen von Gertz (1906, 8S. XXIX) wissen wir, daB 
Resedaarten die Fihigkeit besitzen, vegetative Chromoplasten 
zu bilden (vgl. auch Lippmaa 1924 und 1925), Mitte April 
dieses Jahres sammelte ich deshalb junge, stark rot gefairbte 
Sprosse von Reseda lutea zum Zwecke einer Untersuchung 
der Farbstoffe der Chromoplasten. Die Untersuchung fand 
nach den in diesem Aufsatze schon erwaihnten Methoden statt, 
und als Resultat ergab sich, daB das Rhodoxanthin von 
Reseda lutea mit dem roten Xanthophyll der griinen Blatter 
identisch ist. In den Chromoplasten von Reseda lutea 
wurden auBer groBen Mengen Rhodoxanthin geringe Mengen 
Chlorophyll, Karotin, Xanthophyll nad Phylloxanthin nach- 
gewiesen. 
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Schimper (1885, 8. 108) ist der erste, der bestimmte 
Angaben tiber Chromoplasten in vegetativen Organen der Phane- 
rogamen und hédheren Kryptogamen gegeben hat. Er fand, 
daB in den fertilen Sprossen von Equisetum arvense die 
fleischrote Farbe durch Chromoplasten verursacht wird. Auch 
bei anderen Equisetumarten kommen Chromoplasten vor 
(Gertz, 1906, S. XXIX). Ich habe die Farbstoffe der Chromo- 
plasten der jungen T'riebe von Equisetum limosum unter- 
sucht (Anfang Mai), und konnte nachweisen, da8 das Rhodo- 
xanthin dieser Pflanze mit dem Rhodoxanthin aus Reseda 
lutea identisch ist. Daneben wurden in den Chromoplasten 
von Equisetum limosum geringe Mengen Chlorophyll, Karo- 
tin, Manthophyll und Phylloxanthin nachgewiesen. 

Das Vorkommen von Chromoplasten in den Blittern von 
Potamogeton natans ist schon von Monteverde (1893, 
S. 149) erwahnt worden. Prat (1923, 8.23 und 1924, S. 495) 
hat das Rhodoxanthin dieser Pflanze untersucht. -- Die Lite- 
raturangaben betreffs des Vorkommens von vegetativen Chromo- 
plasten sind von Lippmaa (1924) zusammengestellt. Besonders 
ist aber die Arbeit von Rothert (1911) zu erwihnen. Dieser 
Forscher hat Chromoplasten in vegetativen Organen bei nahezu 
200 Arten aus 42 Familien gefunden. 

Knde Mai wurden rein griine Blitter von Reseda lutea 
betreffs des Vorkommens von Rhodoxanthin untersucht. Ge- 
ringe Mengen dieses Farbstoffes waren leicht nachweisbar. — 
Lebhaft griine Sprosse von Adoxa moschatellina wurden 
Anfang Mai untersucht. Geringe Mengen von Rhodoxanthin 
waren vorhanden; daneben Chlorophyll, Karotin, Aanthophyll 
und Phylloxanthin. Nach Gertz (1911, S. 160) besitzt Adoxa 
die Fihigkeit vegetative Chromatophoren zu bilden. 

Die gelben Farbstoffe der etiolierten Gewichse. 
Nach Pringsheim (1874, 8. 628) wird die gelbe Farbe der 
etiolierten Pflanzen von einem besonderen Farbstoff, dem 
Ktiolin, bedingt. Was Etiolin ist, wissen wir aber nicht; neue 
Untersuchungen iiber dieses Thema sind notwendig. Kohl 
(1902, S. 80) behauptet, daB das hypotetische Etiolin Prings- 
heims zum Teil Chlorophyll, zum Teil Karotin sei. 
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Ktiolierte Keimlinge von Avena sativa wurden mit sieden- 
dem Alkohol extrahiert, das Extrakt mit etwas Natronlauge 
versetzt und dann mit Ather ausgeschiittelt. Die Farbstoffe 
der gelben Atherlésung wurden nach der schon oben erwihnten 
Methode mittels eines Filtrierpapierstreifens untersucht. Folgende 
Farbstoffe waren vorhanden: Karotin, Rhodoxanthin, Xantho- 
phyll und Phylloxanthin. Zum Vergleich wurden nichtetiolierte 
eriine Keimlinge von Avena sativa untersucht. Die normal 
in griinen Blittern vorkommenden Farbstoffe Karotin, Rhodo- 
xanthin, Nanthophyll und Phylloxanthin lieBen sich nach- 
veisen. Rhodoxanthin ist sowohl in den etiolierten als in den 
nichtetiolierten PHanzen nur in geringen Mengen vorhanden. 
Zu bemerken ist, daB das Phylloxanthin bei den etiolierten 
Keimlingen offenbar in geringeren Mengen vorhanden war als 
bei den nichtetiolierten. Die schon von Fremy (1860, 8. 410) 
beobachtete T'atsache, da sich etiolierte Blitter unter der 
Hinwirkung saurer Dimpfe griin farben, steht mit dem Vor- 
kommen von Phylloxanthin im Zusammenhang. 

Es wurden auch sowohl etiolierte als nichtetiolierte Keim- 
linge von Pisum sativum untersucht. In beiden Fallen 
lieBen sich Karotin, Rhodoxanthin, Xanthophyll und Phyllo- 
xanthin nachweisen. Die Rhodoxanthin- und die Phylloxanthin- 
mengen schienen in den etiolierten Keimlingen dieser Pflanze 
geringer zu sein als in den nichtetiolierten. 

Durch die oben erwihnten Untersuchungen iiber etiolierte 
Keimlinge von Avena sativa und Pisum sativum geht 
hervor, daS das Etiolin von Pringsheim ein Gemisch von 
den in Chloroplasten normal vorkommenden karotinoiden Farb- 
stoffen darstellt. 

Die Farbstoffe der gelben Herbstblitter wurden 
nach der oben schon mehrmals erwahnten Methode untersucht, 
nur mit dem Unterschiede, daB beim Extrahieren der zer- 
schnittenen frischen Blitter 1m siedenden Alkohol ein wenig 
Natronlauge zugesetzt wurde, und zwar zum Zwecke die in 
den Blittern vorhandenen Siuren zu neutralizieren. In den 
gelben Blittern von Cladrastis tinctoria uud Lirioden- 
dron tulipifera leBen sich alle vier in den griinen Blattern 


| 








Uber die gelben Chromatophorenfarbstoffe der héheren Pflanzen. 159 


normal vorkommenden karotinoiden Farbstoffe nachweisen, in 
den gelben blattern von Aesculus hippocastanum und 
Betula verrucosa dagegen nur Karotin, Xanthophyll und 
Phyloxanthin. Bei diesen letzteren waren offenbar die Mengen 
von Karotin und Phylloxanthin den Xanthophyllmengen gegen- 
iiber vermindert. Die untersuchten Blitter dieser Pflanzen 
waren indessen in ihrer nekrobiotischen Phase weiter fort- 
geschritten als die Blitter von Cladrastis und Liriodendron. 

Nach einer Untersuchung von Goerrig (1918, S. 342) 
wechselt die Menge von Karotin und Xanthophyll im Herbst- 
blatt, verglichen mit der des griinen Blattes kurz vor der Ver- 
gilbung, je nach der Pflanzenart, dagegen soll kein neuer 
karotinoider Farbstoff wihrend der Vergilbung gebildet werden. 
Nach Tswett (1908, 8. 100) enthalten die vergilbten Blitter 
nur Spuren von den normalen Farbstoffen des griinen Blattes; 
ihre Farbung soll von einem neuen Farbstoff bedingt sein, 
welcher von T’'swett Herbstxanthophyll genannt wird. Ks ist 
meiner Meinung nach wahrscheinlich, daB beide Recht haben, 
indem die Angaben von Goerrig sich auf eine friihe Phase, 
diejenigen von Tswett dagegen auf eine spite Phase der Nekro- 
biose beziehen. ‘T'swett selbst vermutet, daB sein Herbst- 
xanthophyll nur ein Zersetzungsprodukt der normalen Xantho- 
phylle, vielleicht auch des Karotins, ist. Diese Vermutung 
finde ich sehr wahrscheinlich. 

Wolgende Bemerkung von C. A. Shunck (1904, 8. 171) 
scheint mir voéllig richtig zu sein: ,Lastly, as regards the 
xanthophylls of the autumnal leaf spectroscopic observation 
shows the presence of L. xanthophyll and a great prepon- 
derance of the acid derivative of B. xanthophyll (= Phyllo- 
xanthin) over the normal B. xanthophyll, which causes the 
spectrum to be fourbanded in the majority of cases, the chloro- 
phyll no longer being formed at this season and disappearing, 


leaving the accompanying xanthophylls which gives the leat 


its characteristic autumnal colour.“ 

Nach Goerrig (1918, S. 394) sind ,fiir den im Herbst- 
blatt auftretenden Farbton neben den gelben Chromoplasten- 
pigmenten andere in Wasser bzw. stark verdiinntem Aceton 
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lésliche gelbe bis gelbbraune Farbstoffe verantwortlich zu 
machen“, Goerrig hat nur getrocknete Blitter untersucht: 
schade, daB die Verfasserin nicht auch frische Blatter unter- 
sucht hat. In diesen sind nimlich in Wasser lésliche gelbe 
Farbstoffe nicht oder nur in 4uBerst geringen Mengen vor- 
handen. Diese Tatsache ist schon von T'swett (1908, S. 99) 
nachgewiesen worden. Die von Goerrig erwihnten wasser- 
léslichen gelben Farbstoffe sind wihrend des Trocknens der 
Blitter entstanden und zwar durch Oxydation gerbstoftfartiger 
Stoffe. Solche Farbstoffe entstehen auch, wenn man frische 
Blatter in Wasser mit Zusatz von etwas Natronlauge extrahiert. 
Werden frische gelbe Blitter mit destilliertem Wasser extra- 
hiert, werden die Extrakte beinahe farblos; diese firben sich 
aber bald gelb bis braun, wenn etwas Natronlauge zugesetzt 
wird. Mit vollem Recht schreibt Tswett (1908, S. 99): ,,Sind 
die in den wiBrigen Dekokten aus herbstlich vergilbten Blattern 
auftretenden gefiirbten Extraktivstoffe an der Firbung der ge- 
nannten Bliitter nicht beteiligt, so spielen sie offenbar die 
Hauptrolle bei der postmortalen Verfarbung des Laubes.“ Man 
vergleiche die postmortale Bildung des Phycophaeins bei den 
Phaeophyceen (vgl. Kylin 1912, S. 228). 
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Berichtigung. 
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C,,H,y,O,N. (und) Ber. 5,75°/, N 
C,,H,,0;N, (und) Ber. 5,70°/, N. 
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Fig.3. Wirkung eines Praparates aus Blut 























Fig 4. Frank-Pettersches Manometer. 
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